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RESUMO

VASCONCELLOS, Aleixo Flavia. ELISA de captura de antigeno para o
diagnostico da leptospirose. 2007. 54f. Dissertagdo (Mestrado) — Programa de
Po6s-Graduagcdo em Biotecnologia Agricola, Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

A leptospirose € uma doenga infecciosa causada por espiroquetas do género
Leptospira que pode afetar diversos 6rgaos vitais como pulmdes, figado e rins. A
doenca caracteriza-se por uma fase inicial bacterémica de aproximadamente uma
semana, seguida de uma fase imune na qual anticorpos especificos sdo detectados
no sangue e leptospiras sao eliminadas na urina. Os sinais clinicos da fase inicial da
leptospirose podem ser confundidos com diversas doengas febris, o que torna o
diagndstico laboratorial extremamente importante para decidir sobre o inicio do
tratamento com antibidticos. Os testes laboratoriais existentes para o diagnostico na
fase inicial da doenca sédo todos baseados na detecgao de IgM e apresentam baixa
sensibilidade. Assim, ha uma necessidade urgente de desenvolvimento de novas
estratégias de diagndstico precoce da leptospirose. Neste trabalho foram utilizados
anticorpos monoclonais (MAbs) e anticorpo policlonal (IgY) para padronizar trés
formatos de ELISA de captura de antigeno para uso na deteccédo direta de
leptospiras no sangue durante a fase aguda da doenga. O limite de detecgado de
leptospiras em soro humano experimentalmente contaminado variou entre 10° e 10’
células por mililitro nos diferentes formatos. O formato que apresentou melhor
desempenho detectou 10° leptospiras por mililitro de soro, e utilizou como anticorpo
de captura um MADb contra LipL32, a principal proteina de membrana externa de
leptospiras patogénicas, e como anticorpo de deteccado IgY biotinilada, produzida
contra um sorovar patogénico de Leptospira interrogans. Embora este formato n&o
apresente ainda a sensibilidade adequada para detectar o nivel de leptospiras
circulantes no sangue na fase inicial da doenca, ele possui potencial para ser

aperfeicoado de forma a atingir aquele nivel.

Palavras-chaves: Leptospirose, anticorpos monoclonais, IgY, estreptavidina, biotina.



ABSTRACT

VASCONCELLQOS, Aleixo Flavia. Antigen capture ELISA for the diagnosis of
leptospirosis. 2007.54f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pés-Graduagédo em
Biotecnologia Agricola, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Leptospirosis is an infectious disease caused by pathogenic spirochetes of the genus
Leptospira that can affect vital organs such as lungs, liver and kidneys. The illness is
characterized by an acute bacteremic phase of approximately one week, followed by
an immune phase in which specific antibodies are found in blood and leptospires are
eliminated in urine. Clinical signs in the initial phase of leptospirosis can be confused
with other feverish diseases, making laboratory diagnosis of extreme importance to
start antibiotic treatment. The existing laboratory tests for early diagnosis of
leptospirosis are based on IgM detection and are of low sensitivity. Thus, there is an
urgent need for development of new diagnostic strategies for use in the acute phase
of leptospirosis. In the present work monoclonal antibodies (MAbs) and polyclonal
IgY were used in the standardization of three different antigen capture ELISA formats
for direct detection of leptospires in blood during the acute phase of the disease.
Detection limit of leptospires in human sera experimentally contaminated ranged
from 10° to 107 cells per millilitre in the different formats. The ELISA format with the
best performance was able to detect 10° leptospires per millilitre of human sera,
using as capture antibody a MAb against LipL32, the major outer membrane protein
of pathogenic leptospires, and as detection antibody biotinilated policlonal IgY
against a pathogenic serovar of Leptospira interrogans. Although this format did not
present the adequate sensitivity for detection of circulating leptospires at the levels
existing in blood in the initial phase of the disease, it can be improved in order to do

SO.

Key words: Leptospirosis, monoclonal antibodies, I1gY, estreptavidin, biotin.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais das leptospiras e da leptospirose

A leptospirose € uma doenca infecciosa causada por bactérias patogénicas
do género Leptospira, que sao transmitidas direta ou indiretamente entre os animais e
o homem (FAINE et al, 1999). Esta importante zoonose possui distribuicdo global,
sendo mais comum em paises de clima tropical e temperado (BHARTI et al, 2003).
O numero de casos da leptospirose humana no mundo ndao €& precisamente
conhecido. A incidéncia pode variar desde aproximadamente 0.1-1 caso por 100.000
pessoas por ano em zonas de clima temperado até 10-100 casos por 100.000
pessoas nos tropicos umidos. Durante surtos e em grupos de risco de alta-exposigao
a incidéncia da doencga pode alcancar mais de 100 casos por 100.000 pessoas
(WHO, 2003).

Nos paises desenvolvidos a leptospirose adquiriu um status de doenca
ocupacional, acometendo principalmente veterinarios e outros profissionais que
trabalham diretamente com animais e seus subprodutos. Nos ultimos anos, o
surgimento de casos relacionados com esportes aquaticos e atividades de lazer
nestes paises fez ressurgir o interesse pela enfermidade. Por outro lado, em paises
em desenvolvimento, como o Brasil e os demais paises da América Latina, a doenca
assume um carater endémico, principalmente na periferia das grandes cidades,
onde a populacédo esta exposta aos fatores de risco, uma vez que vive em locais
com precario saneamento basico, propicio a enchentes e ao acumulo de lixo, que
favorecem a proliferagdo de roedores (KO et al., 1999). No periodo de 2004 a 2006
foram notificados 39.494 casos de leptospirose no Brasil, sendo 10.341 confirmados,
e a taxa de letalidade foi de 11% (SINAN, 2007).
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O homem é um hospedeiro acidental na leptospirose. A infecgdo ocorre
através do contato com agua, urina e tecidos animais contaminados com o agente, e
a transmissdo de humano para humano ocorre muito raramente (BOLIN;
KOELLNER, 1988). Os reservatorios da enfermidade sdo animais domeésticos e
selvagens, embora roedores sinantropicos, como o rato de esgoto (Rattus
norvergicus), possam albergar a bactéria viavel nos tubulos renais durante anos.
Uma mesma espécie animal pode albergar diferentes sorovares leptospirais,
dependendo da regido geografica em que se encontra. A biodiversidade das
leptospiras pode ser influenciada pelas variacdes climaticas, interagdes bidticas e
atividades antropogénicas (VINETZ et al., 1996).

Quanto a sistematica, coexistem dois tipos de classificacdo para as
leptospiras, a sorolégica e a genotipica (FAINE et al., 1999). A classificagado
soroldgica € a mais amplamente utilizada em todo o mundo nos laboratérios de
referencia para a leptospirose. A unidade sistematica basica nesta classificacdo das
leptospiras € o sorovar. Ja foram descritos mais de 230 sorovares patogénicos e
mais de 60 sorovares saprofitas, que estdo agrupados em 25 sorogrupos diferentes.
Por outro lado, a classificagdo genotipica por ser mais atual, ainda esta restrita a
poucos laboratorios. Ela divide as leptospiras em 17 espécies gendbmicas de acordo
com o perfil obtido na hibridizagdo de DNA (MOREY et al., 2006). Por esta nova
metodologia de classificagdo, sorovares patogénicos e saproéfitas podem estar
contidos dentro de uma mesma espécie gendmica, € um mesmo sorovar,
dependendo da cepa, pode fazer parte de mais de uma espécie gendmica
(BRENNER et al., 1999).

1.2 Sintomatologia da leptospirose

A penetragdo do microrganismo se da pela pele lesada ou mucosa da boca,
narinas e olhos, podendo também ocorrer através da pele integra, quando imersa
em agua por longo tempo (BHARADWAJ, 2004). As infec¢des por leptospiras
podem ocorrer de forma assintomatica ou com poucos sintomas. As manifestacoes
clinicas, quando ocorrem, podem ser semelhantes a outras doencas virais e

bacterianas, como influenza, dengue, febre tifdide, hepatite viral, infec¢cdes por
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Ricktesia spp e outras. A forma leve da doenca pode incluir febre de comeco

repentino, calafrios, cefaléia e mialgias (LEVETT, 2001).

Além disso, a leptospirose apresenta duas formas graves, a sindrome de
Weil e a Sindrome Hemorragica Pulmonar Severa (SPHS). A sindrome de Weil pode
apresentar taxa de mortalidade de 10% e causa ictericia, faléncia hepatica e renal.
Ja a SPHS possui taxa de mortalidade de mais de 50% e pode causar insuficiéncia
respiratoria, arritmias e estado mental alterado (DUPONT et al., 1997). Por ter
sintomas parecidos com influenza, o paciente muitas vezes demora a procurar
atendimento médico e, quando procura, € necessario que o diagnostico
confirmatorio de leptospirose seja imediato para que o tratamento seja iniciado o

mais rapidamente possivel.

O curso clinico da leptospirose € caracterizado por um pequeno periodo de
incubacéao (7-14 dias) seguindo duas fases clinicas distintas. A leptospiremia ocorre
durante a primeira fase da doenca e desaparece no final da primeira semana de
leptospirose aguda. A segunda fase ou fase imune é caracterizada pela presenca de
anticorpos no soro e eliminacdo de espiroquetas na urina de individuos infectados
(FAINE et al., 1999).

1.3 Diagnéstico laboratorial da leptospirose

O cultivo e isolamento do agente a partir do sangue, urina e tecidos de
individuos doentes é o padréo ouro do diagndstico laboratorial da leptospirose. Este
método possui algumas limitagdes como, por exemplo, a necessidade de coletar-se
a amostra de sangue antes da administracdo de antibiéticos ao paciente. Apesar de
o método apresentar um diagndstico bastante confiavel, os cultivos devem ser
observados por pelo menos 16 semanas, ja que o tempo necessario para o
crescimento das leptospiras pode variar de 7 dias a varias semanas, de acordo com
o sorovar infectante e o numero inicial de bactérias viaveis (FAINE et al., 1999;
SILVA et al., 2007).

O diagnodstico sorolégico da leptospirose usualmente é feito através da
demonstracdo de anticorpos contra leptospiras no soro através do teste de

aglutinagdo microscopica (MAT) e de ensaios imunoenzimaticos. O MAT é o método
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de referéncia para diagndstico sorolégico da leptospirose, sendo capaz de detectar
anticorpos contra sorovares especificos, embora reagdes cruzadas possam ocorrer
entre dois ou mais sorovares. Resultados falso-negativos podem ocorrer no MAT se
houver auséncia do sorovar causador da enfermidade na bateria de diagndstico; o
uso de soros pareados para verificagdo de soroconversao aumenta

significativamente a sensibilidade e a especificidade do teste (WHO, 2003).

Ensaios imunoenzimaticos para detectar anticorpos anti-leptospiras em
amostras biolégicas, que utilizam como antigenos células inteiras ou proteinas
recombinantes, estao disponiveis comercialmente ou em desenvolvimento. Por outro
lado, a proteina da membrana externa LipL32, especifica de leptospiras patogénicas
(HAAKE et al., 2000), foi utilizada como antigeno em ELISA para o diagndstico
sorolégico de leptospirose em caninos (DEY et al., 2004) e em bovinos (BOMFIM et

al., 2005). Estes testes foram mais sensiveis e especificos do que a MAT.

O diagnéstico laboratorial indireto de doencgas infecciosas, que se baseia na
deteccdo dos anticorpos produzidos contra o agente infeccioso, tem a limitagcado de
requerer um tempo de cerca de sete dias para que a concentracdo de anticorpos
atinja um nivel detectavel (FAINE, 1999). A deteccdo direta de leptospiras em
material clinico por microscopia de campo escuro € uma ferramenta que pode ser
utiizada para o diagndstico da leptospirose em laboratérios por técnicos
especializados, porém esta ndo € uma técnica confiavel ja que outras espiroquetas
podem estar presentes no material analisado (%) ou, mesmo tratando-se de

leptospiras, pode ser que elas ndo ocasionem doenga (WHO, 2003).

Imunoensaios também foram desenvolvidos para a deteccédo de leptospiras
em amostras de origem clinica. Um radioimunoensaio (RIA) foi capaz de detectar
10* a 10° leptospiras/mL, enquanto um ELISA detectou 10° leptospiras/mL
(ADLER,1982). Outro RIA foi mais sensivel do que microscopia de campo escuro,
mas menos sensivel do que o cultivo quando testado com urina de suinos para o
diagndstico da leptospirose (CHAPPEL, 1994/1995). Um ELISA sanduiche que usa
anticorpos biotinilados foi capaz de detectar 10* leptospiras do sorovar Hardjo em
urina bovina experimentalmente contaminada (10%/ml), mas foi menos sensivel com
outros sorovares (CHAMPAGNE et al., 1991). Um anticorpo anti-L. interrogans sorovar
Icterohaemorrhagiae marcado com substéncia luminescente (WAITKINS, 1984),

usado em ELISA para detectar leptospiras em sangue humano e urina, foi capaz de
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detectar 10° e 10° células/ml, respectivamente (PALMER; HOOKEY, 1992). Um
ensaio imunomagnético de captura de antigeno usado combinado a imunoensaio
com substrato fluorescente, detectou 10% leptospiras/ml em urina de bovinos

infectada com sorovar Hardjo (YAN et al.,1998).

A reacao em cadeia da polimerase (PCR) é uma técnica que vem sendo
utilizada experimentalmente na deteccdo de leptospiras (MERIEN et al, 1992;
REITSTETTER, 2006; JOUGLARD et al., 2006), porém exige mao de obra
especializada e infra-estrutura laboratorial especifica, além de frequentemente sofrer
a interferéncia de contaminantes e inibidores provenientes da amostra. Para eliminar
estes problemas e concentrar as leptospiras presentes na urina de bovinos foi
utilizada a separagdo imunomagnética com esferas cobertas com MADbs especificos
para L. interrogans sorovar Hardjo (TAYLOR et al., 1997).

Evidencia-se assim a necessidade de desenvolver testes imunoquimicos
mais sensiveis e especificos para o diagnostico da leptospirose na fase inicial da
doenca. Estes testes certamente devem ser baseados na deteccdo de antigenos
circulantes, uma vez que a deteccdo de anticorpos especificos apresenta baixa
sensibilidade nesta fase. A descoberta recente de diversas proteinas de membrana
externa, existentes apenas em leptospiras patogénicas, permite a obtengao de
anticorpos especificos para uso nestes testes. Recentemente, foram produzidos
diversos anticorpos monoclonais contra estas proteinas que poderdo ser usados
individualmente ou combinados, inclusive com anticorpos policlonais, no
desenvolvimento dos testes (COUTINHO et al., 2007; FERNANDES et al., 2007;
SEYFFERT, 2007).

1.4 Membrana externa de Leptospira

Por estarem expostas ao sistema imune dos individuos infectados, as
estruturas da membrana externa das bactérias s&do alvos potenciais para o
desenvolvimento de vacinas e testes de diagndstico. O lipopolissacarideo (LPS) da
membrana externa das leptospiras € atipico, diferindo do LPS de outras bactérias
Gram-negativas em propriedades bioquimicas, fisicas e biolégicas (FAINE et al.,

1999). Como o LPS é uma estrutura altamente imunogénica, inicialmente pensava-
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se que ele era o unico antigeno importante nas leptospiras e que estas estimulavam
uma resposta protetora exclusivamente humoral (FAINE et al., 1999). Atualmente se
sabe que também existem varias proteinas expostas na superficie da membrana
que interagem com o sistema imune (CULLEN; HAAKE; ADLER, 2004; CULLEN et
al., 2005), e que embora o LPS continue sendo a estrutura mais imunogénica, nao é
a unica a estimular respostas imunes. Além disso, o LPS gera uma resposta sorovar-
especifica e, assim, apresenta limitagbes quando utilizado como antigeno para

deteccdo de anticorpos anti-leptospiras em testes sorologicos.

Visando o desenvolvimento de um teste diagndstico que detecte antigenos
circulantes, o conhecimento e a utilizagdo de estruturas protéicas presentes na
membrana externa das leptospiras para a produgcdo dos anticorpos, tanto
monoclonais como policlonais, é fator essencial para o sucesso do teste.
Recentemente foram identificadas varias proteinas da membrana externa (OMPs)
das leptospiras que sao altamente imunogénicas. As OMPs de leptospiras foram
divididas em 3 classes (CULLEN et al., 2003). A maior classe de OMPs & composta
pelas lipoproteinas LipL32, LipL21, LipL36, LipL48 e LipL41. LipL32 € uma proteina
de 32kDa e é muito abundante em leptospiras patogénicas, nao existindo em
saprdfitas (CULLEN; HAAKE; ADLER, 2004; MATSUNAGA et al., 2005; CULLEN et
al.,, 2005). Além de ser a proteina mais reconhecida pelo soro de pacientes
infectados com leptospirose (HAAKE et al., 2000) ela possui atividade de hemolisina
(HAUK et al., 2005).

As proteinas LipL41 e LipL21, também somente detectadas em sorovares
patogénicos, e a LipL32, sdo expressas tanto durante a infecgdo quanto durante o
cultivo em laboratorio (CULLEN et al., 2003). Ja a LipL36 esta ancorada a face
interna da membrana externa e somente é expressa in vitro, portanto ndo tem

aplicacao em testes de diagnéstico (HAAKE et al., 2000).

A segunda e terceira classes de proteinas sdo compostas por apenas um
representante cada uma. A OmpL1 (segunda classe) é uma proteina
transmembrana com fung&o de porina, e a P31,j,.45 (terceira classe) € uma proteina
periférica da membrana que usa o canal de secrecdo das lipoproteinas para se

langar nas membranas interna e externa da bactéria (CULLEN et al., 2003).

Recentemente, uma quarta classe de proteinas de membrana foi descrita.
Trés proteinas foram identificadas nesta classe: Lig A (PALANIAPPAN et al., 2002),
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Lig B e Lig C (MATSUNAGA et al., 2003). As Ligs (leptospiral immunoglobulin-like
proteins) sao proteinas com dominios repetidos em tandem, semelhantes as
imunoglobulinas, e por isso foram assim denominadas (CULLEN; HAAKE; ADLER,
2004). Este € um conjunto interessante de proteinas que por analogia com proteinas
similares, como a intimina e a invasina existentes em outras bactérias (LUO et al.,
2000; HAMBURGER et al., 1999), possuem fung¢des de adesao e invasao celular
(MATSUNAGA et al., 2003). Sua expresséo ocorre principalmente in vivo, onde é
estimulada pela osmolaridade sanguinea (MATSUNAGA et al., 2005), e é
marcadamente atenuada apds algum tempo em cultivo. As proteinas LigA e LigB
estdo expostas na superficie bacteriana e a expressao delas esta correlacionada

com a viruléncia das cepas de Leptospira (CHOY et al.; 2007).

O sistema imune dos pacientes infectados com leptospirose responde a
essas proteinas de forma muito efetiva e, por isso, elas tém sido consideradas para
uso no desenvolvimento de novos testes de diagndstico, tanto para deteccdo de
anticorpos (OKUDA et al., 2005; FLANNERY et al., 2001) como para a produgao de
anticorpos para uso em sua detecgdo (LUDTKE et al., 2003; COUTINHO et al.,
2007; FERNANDES et al., 2007; SEYFFERT, 2007).

1.5 Anticorpos Monoclonais

O anticorpo monoclonal (MAb) reconhece um unico epitopo em um antigeno,
este fato pode influenciar tanto positivamente quanto negativamente um teste de
diagnostico. A influéncia € positiva no que diz respeito a especificidade do teste que
s6 reconhecera antigeno que contém aquele epitopo; a influéncia negativa se da em
relagdo a sensibilidade do teste, que nao sera capaz de reconhecer variantes do
mesmo antigeno ou se o epitopo for expresso em pouca quantidade na superficie do
patdogeno. Por outro lado, um anticorpo policlonal, por reconhecer varios
determinantes antigénicos, geralmente apresenta um sinal mais forte em testes de

diagndstico, mas perde em especificidade (CAMPBELL, 1991).

A tecnologia de produgao de MAbs foi desenvolvida na primeira metade da
década de setenta (KOHLER e MILSTEIN, 1975) e desde entdo os MAbs tém sido

largamente empregados em métodos de diagnéstico (BERRY, 2005), como produtos
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terapéuticos (CAMPBELL, 1991; BERRY, 2005) e como reagentes em pesquisa.
Além disso, MAbs s&o muito uteis na identificagcdo de epitopos ou proteinas para uso

em vacinas recombinantes (BERRY, 2005).

O uso dos MADbs é justificado uma vez que os hibridomas que os produzem,
originarios da fusdo de um linfécito B secretor de anticorpos com uma célula de
mieloma multiplo, possuem muitas vantagens em relagdo aos animais usados para
obter os anticorpos policlonais. Hibridomas podem ser facilmente congelados,
estocados e descongelados varios anos depois de sua obtengcédo sem alteragdes das
suas caracteristicas. A producao de MAbs também é vantajosa pelo fato de utilizar
camundongos, que sao de facil manuseio quando comparados a animais maiores
normalmente utilizados no preparo de soros policlonais. Anticorpos policlonais sao
inconstantes, no sentido de que as caracteristicas dos anticorpos purificados
refletem o exato momento no qual o sangue foi retirado do animal. Apesar de serem
muito mais baratos e faceis de obter (CAMPBELL, 1991).

Dessa maneira, os MADbs contra algumas proteinas da membrana externa de
leptospiras patogénicas como LipL32 (LUDTKE et al., 2003; FERNANDES et al.,
2007), LigA e LigB (SEYFFERT, 2007) constituem uma importante ferramenta que

pode facilitar o desenvolvimento de testes imunodiagndsticos para leptospirose.

1.6 Anticorpos Policlonais (IgY)

As aves possuem trés classes de imunoglobulinas que sao analogas as
imunoglobulinas dos mamiferos e que se denominam IgA, IgM e IgY. Anticorpos
policlonais (IgY) produzidos em ovos de galinhas sdo uma interessante alternativa
na produgcdo de anticorpos. A IgY é uma imunoglobulina analoga a IgG dos
mamiferos e € composta de duas cadeias leves e duas pesadas, estas ultimas
contém um dominio variavel e quatro dominios constantes. O peso molecular da IgY
€ de aproximadamente 167 kDa. O ponto isoelétrico varia entre 5,7 e 7,6. A IgY é
transferida do sangue para o ovo através de um processo mediado por receptores
especificos (CARLANDER, 2002; CHACANA et al., 2004 ).

A IgY apresenta varias vantagens quando comparada a IgG: sua produgao

€ mais barata devido a alta concentracdo na gema do ovo, o animal que a produz
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nao precisa ser sacrificado, ndo apresenta reacbes cruzadas com os fatores
reumatoides e heteroaglutininas do soro humano, ndo ativa o sistema complemento
dos mamiferos e apresenta menor fluorescéncia inespecifica nas preparacoes
imunofluorescentes . Além disso, a distancia filogenética que separa os mamiferos
das aves permite que se possa obter IgY contra proteinas altamente conservadas
nos primeiros, € que seria dificil de produzir em coelhos, por exemplo. Finalmente,
diversos estudos tém demonstrado que a IgY possui afinidade e sensibilidade similar
a IlgG dos mamiferos (CHACANA et al., 2004).

Devido a estas qualidades a IgY é um anticorpo que apresenta grande
potencial para ser usado na padronizagcdo de testes imunologicos, principalmente
quando for dificil a producdo de anticorpos em mamiferos ou quando o formato do
teste exige o emprego de anticorpos de diferentes espécies (CHACANA et al.,
2004).



2 OBJETIVO

2.1 Geral

Desenvolver ELISA de captura de antigeno para o diagndstico laboratorial
da leptospirose baseado em anticorpos policlonais e monoclonais contra leptospiras

patogénicas.

2.2 Especificos

- Produzir anticorpos policlonais (IgY) utilizando células inteiras de um sorovar

patogénico de Leptospira, para uso em ELISA de captura de antigeno.

- Padronizar diferentes formatos de ELISA de captura de antigeno utilizando a IgY e
anticorpos monoclonais contra proteinas de membrana externa de leptospiras

patogénicas.

- Determinar o limite de deteccado de leptospiras nos diferentes formatos de ELISA

padronizados, utilizando soros experimentalmente contaminados.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Cultivo de Leptospiras

As cepas de L. interrogans sorovar Copenhageni Fiocruz L1 130 (KO et al.,
1999) e L. biflexa sorovar Patoc utilizadas neste trabalho foram fornecidas pelo
Laboratério de Biologia Molecular (LBM) do Centro de Biotecnologia (Cenbiot) da
Universidade Federal de Pelotas (UFPel). As bactérias foram cultivadas em caldo
EMJH (meio Ellinghausen e McCullough modificado por Johnson e Harris) (Difco
Laboratories, USA) por 6 a 7 dias em estufa bacteriolégica com temperatura entre 28
e 29°C (FAINE, 1999). Apos atingir a densidade de 1 a 2 x 10° leptospiras/mL,
verificada por contagem em camara de Petroff-Hauser (Thomas Scientific), os
cultivos foram centrifugados a 13.000rpm durante 30 minutos, as células foram
ressuspensas em PBS (tampdo fosfato salino) estéril, de forma a obter 1x10°
leptospiras/mL e inativadas a 56°C por 16-18 h (SURUJBALLI; ELMGREN, 2000).

3.2 Producéao de IgY

Um cultivo de L. interrogans L1 130, com densidade de 1x10® células/mL, foi
inativado por calor e utilizado para imunizar via intramuscular duas galinhas
poedeiras da raga White Leghorn com 22 semanas de idade. O protocolo de
imunizagao incluiu uma injegao inicial de 125 pl do cultivo inativado + 125 pl de
adjuvante de Freund completo e, apds 15, 30 e 45 dias, a repeticdo de inje¢cdes da
mesma quantidade de cultivo em adjuvante de Freund incompleto. A coleta dos ovos
foi iniciada no terceiro dia apos a ultima dose e se prolongou por 30 dias. Os ovos

foram mantidos refrigerados a 4°C até serem utilizados para purificagdo da IgY pelo
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método descrito por Akita e Nakai (1993) (Apéndice I). A concentracédo de IgY na
preparagao final foi determinada por espectrofotometria a 280nm, utilizando o valor
1,36 como coeficiente de extingdo (CARLANDER, 2002). A pureza das preparagdes
foi investigada por SDS-PAGE (Apéndice lll-a), usando acrilamida a 10%, e a
reatividade da IgY com L. interrogans L1 130 e L. biflexa Patoc foi verificada através de
ELISA indireto (Apéndice Il) e Western blot (Apéndice lll-b).

3.3 Anticorpos monoclonais

MADbs especificos para as proteinas LipL32, LigA e LigB da membrana
externa de leptospiras patogénicas, produzidos no Laboratorio de Imunologia
Aplicada do Cenbiot-UFPel (LUDTKE et al., 2003; FERNANDES et al., 2007;
SEYFFERT, 2007), foram também utilizados no ELISA de captura de antigeno. Os
MAbs foram selecionados com base nos indices de aditividade (IA) obtidos a partir
de um ELISA competitivo que utiliza células inteiras de leptospiras como antigeno,
uma adaptagdo do método originalmente descrito para mapear epitopos em
antigenos puros (FRIGUET et al., 1983). Neste método inicialmente € determinada a
curva de saturacdo de uma quantidade fixa de antigeno (1x10’ leptospiras/pogo)
com cada MAb em ELISA indireto. A seguir, & feita a competicdo dos MADbs
pareados, em diluigdes de saturagdo, pelo antigeno fixado na placa de ELISA. O
resultado obtido neste ultimo ELISA foi analisado de acordo com a férmula
{[2A1+2/(A1+A2)]-1} x 100, onde A1, A2 e A4+, s@o, respectivamente, os valores de
absorbancia do MAb 1 testado individualmente, do MAb 2 testado individualmente e

dos dois MAbs testados juntos.

3.4 Biotinilagdo de anticorpos

A IgY e um Mab anti-LipL32(1D9) foram conjugados com biotina usando o
método descrito por NERURKAR et al. (1994). Inicialmente, 1mg de imunoglobulina
foi dissolvido em 1mL de PBS 0,15M; pH 7,2 e clarificado por centrifugacéo a 4000g
por 10min a 4°C. O sobrenadante foi dialisado contra bicarbonato de sédio (0,1M;

pH 8,2) por 16h a 4°C, novamente clarificado e misturado com 1mL de uma
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preparagao recente de N-hidroxy succinimidobiotin em DMSO (dimetilsulféxido)
(1mg/mL). A mistura foi agitada gentilmente a temperatura ambiente por 4h e, apds,
foi dialisada contra PBS por 16h. Nova clarificagdo por centrifugacao foi realizada e
o sobrenadante foi estocado a - 20°C. O grau de biotinilagdo dos anticorpos
(moléculas de biotina por molécula de anticorpo) foi determinado através do EZ
Biotin Quantitation Kit (Pierce, Rockford, USA). Os dois tipos de anticorpos
biotinilados foram entdo titulados em ELISA indireto usando como antigeno

leptospiras inativadas (Apéndice V) ou proteina recombinante (Apéndice V).

3.5 ELISA de captura de antigeno

Foram padronizados trés formatos de ELISA de captura com as seguintes

diferencas fundamentais:

- Formato A: Anticorpo de captura MAb 1D9 (anti-LipL32), anticorpo de deteccéao
IgY, e conjugado de imunoglobulina de coelho anti-lgY peroxidase (Sigma, EUA)
(Apéndice VI).

- Formato B: Anticorpo de captura MAb 1D9, anticorpo de detecc¢ao IgY biotinilado e

conjugado streptavidina-peroxidase (Apéndice VII).

- Formato C: Anticorpo de captura MAb 1B12 e 3D10 (anti-LigA e anti-Lig B),
anticorpo de deteccdo MAb 1D9 biotinilado e conjugado streptavidina-peroxidase
(Apéndice VIII).

A concentragdo adequada dos conjugados e dos anticorpos de captura e de
deteccao utilizados em cada formato foi determinada através de titulagdo em
checkerboard, usando como antigenos cultivos inativados por calor das leptospiras
Fiocruz L1 130 e Patoc na concentragdo de 10® células/mL. Nos trés formatos de
ELISA foram utilizados volumes de reagentes de 100uL e incubacbdes de 1h na
temperatura ambiente em cada etapa. A etapa de sensibilizacdo das placas de
ELISA (Polysorp, Nunc International, Rochester, NY) com o anticorpo de captura foi
realizada a 4° C por 16h, seguida de bloqueio com BSA 0,5% em PBS. Todos os

reagentes foram diluidos em PBS contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-T), e entre as
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diversas etapas dos ensaios foram realizadas 3 lavagens das placas com PBS-T,
exceto apos a etapa de reagdao do conjugado em que foram feitas 5 lavagens. A
solugdo cromégena utilizada para revelar a presenga da enzima foi constituida de
ortofenilenodiamina (2mg/mL) e perdxido de hidrogénio (5%) em tampao fosfato
citrato (0,2M, pH 4,0). A reacédo enzimatica ocorreu no escuro por 15 minutos, ao fim
dos quais a placa foi lida a 450nm em um leitor de ELISA (Titertek Multiscan
MCC/340).

3.6 Limite de deteccdao

Para a determinagdo do limite de detec¢cdo dos trés formatos de ELISA
padronizados foram utilizados cultivos de L. interrogans L1 130 inativados por calor
(56°C/14h). Os cultivos foram diluidos em base 2 em PBS e em um pool de soros de

individuos sadios (negativos na MAT).



4 RESULTADOS

4.1 Producao de lgY

O rendimento de IgY por gema de ovo ficou em 31,7mg (média de 3
purificacdes). A pureza das preparagdes foi investigada por eletroforese em SDS-
PAGE, sendo observadas bandas com peso molecular de 67kDa e 25kDa
(condicdes redutoras) e de 167kDa (condi¢gdes nao redutoras) correspondentes a
IgY (Fig. 1).
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Figura 1 - Avaliagdo da pureza de diferentes purificagbes de IgY por SDS-PAGE.
Linha 1- marcadores de peso molecular; linhas 2,3,4- preparacbes de IgY em
condicbes redutoras; linhas 5,6,7,8- preparagdes de IgY em condigbes nao

redutoras.
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Nos demais testes de avaliagdo das preparacdes foi verificado, inicialmente
através de ELISA indireto, que a IgY produzida reagiu com a mesma intensidade
tanto com a Leptospira patogénica como com a saproéfita (Fig. 2). O perfil de
reatividade antigénica das duas leptospiras com a IgY, investigado por Western blot,

também foi bastante similar (Fig. 3)
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Figura 2 - Reatividade da IgY com leptospiras patogénicas e saprofitas em ELISA
indireto. Valores médios de resultados obtidos com 3 preparagdes.
Concentracdo/cavidade= 10" leptospiras. Conjugado= Ig de coelho anti-IgY-
peroxidase diluido 1:2000. Controle negativo (sem leptospiras): Abs=0,436.
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Figura 3 - Perfil da reatividade antigénica das leptospiras patogénicas e saprofitas
com IgY em Western blot. Linha 1, 2 - L. biflexa sorovar Patoc; linhas 3, 4 - L.
interrogans sorovar Copenhageni Fiocruz L1 130.
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4.2 indices de aditividade dos anticorpos monoclonais

Para determinar os indices de aditividade com vistas a sua sele¢do para uso
no ELISA de captura de antigeno, os MAbs disponiveis contra as proteinas de
membrana externa LipL32 (1D9), LigA (1B12, 1C7, 1B4, 1D1) e LigB (3D10, 1G7,
5F12, 3E4, 3F12, 4C2), foram testados pareados em um ELISA competitivo com
células inteiras de L. interrogans L1 130 como antigeno. Este indice fornece
informagdes sobre como a reacdo de um MAb com um antigeno é afetada pela
reacdo de outro MAb. Os melhores indices de aditividade foram obtidos com os
MAbs 3D10, 1B12, 1B4 e 1D9 (Tab.1). Embora o MAb 1B4 tenha mostrado boa
aditividade com 3D10 ele ndo apresentou boa estabilidade na armazenagem
refrigerada ou congelada e, por isso, seu uso foi descontinuado. Assim, foram
selecionados para uso no ELISA os MAbs 1D9, 1B12 e 3D10.

Tabela 1 - indices de aditividade (%) de anticorpos monoclonais contra proteinas de
membrana externa especificas de leptospiras patogénicas®.

MAD 1B12 1C7 1B4 1D1 1D9
(Proteina) (LigA) (LigA) (LigA) (LigA) (LipL32)
3D10 46 28 36 20 148
(LigB)
1G7 25 27 32 18 NR
(LigB)
oF12 31 17 29 12 NR
(LigB)
3E4 20 21 27 11 NR
(LigB)
3F12 30 2 27 6 NR
(LigB)
4C2 17 13 31 28 NR
(LigB)
1B4 NR NR NR NR 45
(LigA)

2 ELISA competitivo com L. interrogans L1 130 como antigeno. Resultado s&o médias de 3

experimentos independentes. NR= ndo realizado.
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4.3 Biotinilagdo de anticorpos

O processo de biotinilagdo da IgY e do MAb 1D9 foi eficaz e o numero de
moléculas de biotina por molécula de anticorpo ficou em 0,87 e 2,81,
respectivamente. A titulagdo dos anticorpos biotinilados em ELISA indireto com os
antigenos correspondentes indicou que a IgY pode ser diluida 1:8000 (Fig. 4) e o
MAb 1D9 1:2000 (Fig. 5) para uso no ELISA de captura de antigeno.
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Figura 4 - Reatividade da preparagao de IgY biotinilada com leptospiras patogénicas
e saprofitas em ELISA indireto. Valores médios de resultados obtidos com 3
preparacdes. Concentracdo/cavidade= 10’ leptospiras. Conjugado streptavidina-
peroxidase diluido 1:1500. Controle negativo (sem leptospiras): Abs= 0,618.
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Figura 5 - Reatividade do MAb 1D9 biotinilado com LipL32 recombinante em ELISA
indireto. Valores médios de resultados obtidos em duas titulagdes. LipL32/cavidade=
0,3 pg. Conjugado= streptavidina-peroxidase diluido 1:1500. Controle negativo
(BSA)= Abs 0,214.
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4.4 ELISA de captura de antigeno

Foram testados trés formatos diferentes de ELISA de captura de antigeno na
tentativa de identificar aquele capaz de detectar o menor numero de leptospiras no

sangue de individuos com suspeita de leptospirose.

No formato A (Apéndice VI), que utilizou o MAb 1D9 (anti-LipL32) como
anticorpo de captura e a IgY como anticorpo de detecc¢ao, o limite de detecgao ficou

em 10%107 leptospiras/mL em PBS ou soro humano (Fig. 6).
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Figura 6 - Limite de detecgdo de L. interrogans L1 130 no ELISA de captura de
antigeno usando MAb anti-LipL32 na captura e IgY na detecgdo. Anticorpo de
captura= 0,2ug/cavidade. Anticorpo de deteccado= diluido 1:300. Absorbéancias dos
controles negativos com L. biflexa Patoc (10° células/mL): Soro=0,108; PBS=0,095.
Resultados sdo médias de trés experimentos independentes.

O formato B (Apéndice VII), que utilizou o MAb 1D9 (anti-LipL32) como
anticorpo de captura e a IgY biotinilada como anticorpo de detecgao, foi capaz de

detectar entre 10° e 10° leptospiras/mL em PBS ou soro humano (Fig. 7).



31

1,4 -
1,2 -
1 |
£ 08 —+—PBS
3 i —=—SH
9 0,61 — Cont Negat PBS
< 0.4 - — > ——Cont Negat SH
0,2
0
8 7 6 5 4 3
log no. leptospiras/mL

Figura 7 - Limite de detecgdo de L. interrogans L1 130 no ELISA de captura de
antigeno usando MAb anti-LipL32 na captura e IgY biotinilada na detecgao.
Anticorpo de captura= 0,2ug/cavidade. Anticorpo de detecgdo= diluido 1:8000.
Absorbancias dos controles negativos com L. biflexa Patoc (10° células/mL):
Soro=0,435; PBS=0,290. Resultados sao meédias de trés experimentos
independentes.

O formato C (Apéndice VIII), que utilizou os MAbs 1B4 (anti-LigA) e 3D10
1D9 (anti-LigB) como anticorpos de captura e o MAb 1D9 (anti-LipL32) biotinilado
como anticorpo de detecgdo, detectou entre 10° e 107 leptospiras/mL em PBS ou

soro humano (Fig. 8).
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Figura 8 - Limite de detecgdo de L. interrogans L1 130 no ELISA de captura de
antigeno usando MAb anti-LigA e LigB na captura e MAb 1D9 biotinilado na
deteccdo. Anticorpos de captura= 0,2ug/cavidade. Anticorpo de detecgao= diluido
1:2000. Absorbancias dos controles negativos com L. biflexa Patoc (10® células/mL):
Soro= 0,111; PBS=0,084. Resultados sdo médias de trés experimentos
independentes.



5 DISCUSSAO

O diagnéstico clinico da leptospirose é complicado porque as leptospiras
podem afetar uma grande variedade de 6rgaos, resultando em diversas formas de
apresentacao que vao desde infecgdes sub-clinicas até as que levam a falha renal
aguda e hemorragia pulmonar (FAINE et al, 1999). Por isso, o diagndstico
laboratorial da leptospirose é extremamente importante, especialmente na fase
inicial da doenca, para que se inicie 0 mais cedo possivel o tratamento com

antibidtico especifico que assegure um progndstico favoravel.

O diagndstico laboratorial da leptospirose usualmente se baseia na
demonstragcado de anticorpos no soro sanguineo através de ensaios como MAT ou
ELISA. Em geral, estes ensaios diagndsticos tém baixa sensibilidade na fase inicial
das infecgdes porque ha necessidade de um periodo, cerca de 10 dias, para que a
resposta imune seja montada e uma concentracdo detectavel de anticorpos seja
atingida no soro (FAINE et al, 1999). Neste periodo as leptospiras encontram-se
circulando no sangue e sua deteccdo através de imunoensaios € uma alternativa

que deve ser investigada para o diagnostico precoce da leptospirose.

Neste trabalho foram testados trés formatos distintos (A, B e C) de ELISA
de captura de antigeno para deteccdo de leptospiras em soro humano
experimentalmente contaminado. O formato A utilizou como anticorpo de deteccao
um anticorpo policlonal (IgY) obtido a partir de galinhas imunizadas com uma cepa
virulenta de L. interrogans sorovar Copenhageni. A IgY foi escolhida porque né&o
apresenta reacdes cruzadas com anticorpos de mamiferos, interferindo assim pouco
nos ensaios, além de acumular-se em grande quantidade na gema do ovo de onde
pode ser facilmente purificada (CARLANDER, 2002). O rendimento médio da IgY
produzida (31,7mg/gema) foi similar ao citado em outros trabalhos (CARLANDER,
WILHELMSON, LARSSON, 2001; CARLANDER, WILHELMSON, LARSSON, 2002),
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e o processo de purificagao utilizado permitiu a obtencdo de um anticorpo com um
grau de pureza adequado. No entanto, foi verificado em ELISA indireto e Western
blot que o perfil de reatividade da IgY com as leptospiras usadas na imunizagéo e
com outra saprofita foi muito similar. Este resultado era esperado uma vez que as
leptospiras, independente de serem patogénicas, possuem muitas estruturas
imunogénicas similares na sua superficie, entre elas o LPS, que geram anticorpos
que reagem cruzadamente (FAINE et al., 1999). Para solucionar este problema
geralmente se adsorve o soro com o organismo que apresenta reagao cruzada a fim
de remover os anticorpos contra antigenos comuns (GARVEY, CREMER,
SUSSDOREF, 1977). Porém, esta € uma pratica bastante trabalhosa e que nem
sempre produz o resultado esperado, sendo assim decidiu-se usar a IgY apenas
como anticorpo de deteccdo. Como anticorpo de captura foi utilizado o MAb 1D9, um
anticorpo que possui uma alta afinidade por LipL32 (COUTINHO et al., 2007), a
proteina de membrana externa mais abundante nas espécies patogénicas de
Leptospira. A utilizacdo deste MADb tornou o ensaio altamente especifico mesmo com
0 uso da IgY como segundo anticorpo, e permitiu a detec¢do de cerca de 10°
leptospiras por mililitro de soro. O nivel de detec¢cao deste ELISA, contudo, nao é
aceitavel uma vez que nas formas leves de leptospirose a densidade de leptospiras
no sangue é de 10°-10* por mililitro (TRUCCOLO et al., 2001).

O formato B foi padronizado com o objetivo de melhorar a sensibilidade do
ELISA. Este formato utilizou a IgY biotinilada, juntamente com um conjugado
estreptavidina-peroxidase, numa tentativa de aumentar a quantidade de enzima no
complexo antigeno-anticorpo e, assim, amplificar o sinal do produto da reacgéo
enzimatica. Esta estratégia ja foi usada para aumentar a sensibilidade de uma
variedade de ensaios imunoquimicos e moleculares com sucesso (ZHOU, 2001;
KITTIGUL et al., 1998) porque a estreptavidina possui quatro sitios de ligagado com
alta afinidade pela biotina e esta, por sua vez, pode ser facilmente conjugada a
proteinas e acidos nucléicos para atuar como marcador (BURNS, 2005). O processo
de biotinilacdo utilizado foi capaz de adicionar cerca de 1 molécula de biotina por
molécula de IgY, configurando um resultado pouco eficiente em comparagdo com o
recomendado que é de 3 a 8 moléculas (BURNS, 2005). Embora tenha aumentado o
sinal da reagao enzimatica e o limite de detec¢do tenha melhorado neste formato de

ELISA, ficando em 10° leptospiras por mililitro de soro (reduziu 1 log), ele ndo atingiu
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ainda o nivel de leptospiras encontradas no sangue nas formas leves de
leptospirose. A utilizagdo de uma IgY com um maior numero de moléculas de biotina
podera tornar este formato de ELISA capaz de atingir o limite de detec¢cado adequado

para uso na fase inicial da leptospirose.

A disponibilidade de um painel de MAbs contra LigA, LigB e LipL32,
proteinas da membrana externa de leptospiras patogénicas, levou-nos a
padronizacao de um terceiro formato de ELISA de captura de antigeno (formato C).
Com base nos indices de aditividade, que fornece informacgdes sobre a interferéncia
que a reagcao de um MAb com seu antigeno exerce sobre a reagao de outro MAb
(COUTINHO et al., 2007), foram selecionados para uso no ELISA os MAbs 1B12
(LigA), 3D10 (LigB) e 1D9 (LipL32). Os MAbs 1B12 e 3D10 foram utilizados como
anticorpos de captura e o 1D9, por ser dirigido contra LipL32, a proteina de
membrana externa mais abundante, foi utilizado como anticorpo de detecgdo. O
MAb 1D9 foi marcado com biotina para usar o sistema streptavidina-biotina na
revelagdo do complexo antigeno-anticorpo. Embora a biotinilagdo do MAb tenha sido
mais eficiente do que a da IgY, obteve-se cerca de 3 moléculas de biotina por
molécula de anticorpo, o limite de detecgdo deste ELISA foi de 10° a 107 leptospiras
por mililitro de soro, o mais alto entre os trés formatos padronizados. A baixa
sensibilidade deste formato € provavelmente devida a menor concentracdo de
anticorpo de deteccdo retido na superficie da bactéria. E sabido que ELISAs no
formato sanduiche, ou duplo sitio, que usam MAbs como anticorpo de detecgao
geralmente sdo menos sensiveis do que aqueles que usam soros policlonais, uma
vez que perdem efeito de amplificacdo da reacdo final produzido pelo ultimo
(CROWTHER, 2001). A melhoria da sensibilidade de ELISA de captura de antigeno
baseado em MAbs pode também ser obtida usando na deteccdo uma mistura de

MADbs contra diferentes antigenos.

O desenvolvimento de testes mais sensiveis para o diagnostico laboratorial
precoce da leptospirose tem se baseado principalmente em ensaios de deteccéo de
IgM, usando como antigenos células inteiras ou proteinas recombinantes (SEHGAL
et al., 1999; FLANNERY et al., 2001; McBRIDE et al., 2005), e em ensaios de PCR
usando diferentes genes como alvo da amplificagdo (REITSTETTER, 2006;
JOUGLARD et al., 2006). No entanto, a maioria dos ensaios de IgM propostos

possuem baixa sensibilidade (<50%) na fase inicial da doenga, enquanto o ensaio de
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PCR, embora altamente sensivel, requer laboratério adequadamente equipado, o
que os torna nao apropriados para a rotina dos laboratérios das regibes onde a
leptospirose € mais prevalente. A abordagem de detecgdo de antigenos leptospirais
diretamente em fluidos bioldgicos (soro sanguineo) através de um ELISA de captura
de antigeno investigada neste trabalho mostrou potencial para chegar a um teste
sensivel para uso na fase inicial da doenga. O formato B, com MAbs na captura e
IgY biotinilada na detecgéo, pode ser aperfeicoado para atingir o limite de detecgéo
adequado através do uso de uma variedade maior de MAbs para captura, uma IgY
com maior grau de biotinilagdo ou ainda o uso proteina A para exposi¢gao mais
efetiva das porcdes ligantes dos anticorpos monoclonais usados na captura do

antigeno.



6 CONCLUSOES

- 1gY policlonal contra Leptospira spp. produzida, foi purificada e quantificada para uso
como anticorpo de detecgcao em ELISA de captura de antigeno para o diagndstico de

leptospirose.

- Dentre os trés formatos de ELISA de captura de antigeno padronizados para uso
no diagnostico precoce de leptospirose, o que usa um anticorpo monoclonal
especifico para leptospiras patogénicas na captura e IgY biotinilada na deteccao foi

0 que apresentou melhor desempenho.

- Os trés formatos de ELISA de captura testados apresentaram limites de detecgao
de leptospiras em soro humano, experimentalmente contaminado, ndo adequados

para uso em diagndstico precoce da leptospirose.
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APENDICE |

PURIFICACAO DE IGY

1- A gema (10mL) foi separada da clara, manualmente, diluida 1:10 com agua

destilada e colocada a 4°C por 6 horas, sob agitagéo.

2- Apds a incubacgao, a preparacgao foi centrifugada por 25 min a 4°C a 1000g para

remogao de granulos e lipideos.

3- O sobrenadante foi recolhido, foi adicionado 19% (p/v) de sulfato de sodio e

mantido por 2 horas a temperatura ambiente (TA).

4- A mistura foi centrifugada a 20°C por 30 min a 3000g.

5- O sobrenadante foi desprezado e o precipitado foi ressuspendido em TRIS-HCI 60
mM pH 8,0 (aproximadamente 10 mL/gema); foi adicionado 14% (p/v) de sulfato de
sédio e incubado por 2 h a TA.

6- A preparacao foi centrifugada a 20°C por 30 min a 3000g.

7- O precipitado foi ressupendido em PBS pH 7,4 (5mL/gema) e dialisado contra o

mesmo.

8- Concentrou-se em PEG (polietilenoglicol) 30% até o volume desejado.

9- A concentracado de IgY na preparagao foi determinada por espectrofotometria a
280nm, usando como coeficiente de extingao o valor 1,36 (CARLANDER, 2002).
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APENDICE Il

ELISA INDIRETO

Reatividade das preparagdes de IgY com leptospiras patogénicas e saprofitas

1- As suspensdes de Leptospiras (1x10®/mL) patogénica e sapréfita, foram
inativadas a 56°C/14 h e entdo adicionadas (100ulL/cavidade) a uma placa para
ELISA de poliestireno (Polysorp, Nunc International, Rochester, NY) previamente

sensibilizada com poli-L-Lisina 2,5%.

2- Os anticorpos policlonais IgY produzidos foram diluidos (base 2) entre 1:50-
1:12800 em PBS com 0,05% de Tween 20 (PBST) e adicionados (100uL) as

cavidades.

3- Foi adicionado (100uL/cavidade) o conjugado de imunoglobulina de coelho anti-
IgY de galinha peroxidase diluido em PBST (1:2000)).

4- Apds, foi adicionado 100uL/cavidade de solugdo cromégena {100mL de tampéo
fosfato citrato (0,2 M pH 4,0) + 40mg de OPD + 40pul de agua oxigenada 30 vol}.

5- Depois de 15 minutos no escuro, a absorbancia das reacdes foi determinada em

leitora de microplacas a 450nm.
OBSERVACOES:

o Cada periodo de incubagao foi realizado por 1h a 37°C. Ao término das

incubacdes as cavidades foram lavadas 3 vezes com 200uL de PBST.

o Como controle negativo foram usadas cavidades a quais foram adicionados

todos os reagentes, exceto as leptospiras
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APENDICE Il (a)

ELETROFORESE
Avaliagcao da pureza de diferentes purificagdes de IgY por SDS-PAGE

(gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio)

1- As preparagdes da IgY contra leptospiras patogénicas foram aquecidas a 100°C
por 8 minutos em tampao de amostra (0,25M Tris-HCI, 10%SDS, 0,5% azul de
bromofenol e 50% glicerol) em condigdes redutoras e nao redutoras (com e sem
DTT).

2- Aliquotas de 3 uL foram aplicadas em gel de acrilamida 10% na presenca de SDS

(dodecil sulfato de sddio) .

3- As condicdes de corrida eletroforética foram: DDP- 150v, corrente elétrica- 400mA

e tempo de 1:30h.

4- O gel de poliacrilamida foi corado com Coomassie-blue.
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APENDICE Il (b)

WESTERN BLOT

Reatividade antigénica das leptospiras patogénicas e sapréfitas com IgY

1- Suspensdes de leptospiras contendo 1x10° leptospiras/mL foram inativadas por
calor (56°C, 14 h) e aquecidas a 100°C por 8 minutos em tamp&o de amostra (0,25M
Tris-HCI, 10%SDS, 0,5% azul de bromofenol e 50% glicerol).

2- As leptospiras em tampao de amostra foram aplicadas em gel de acrilamida 10%

na presenga de SDS e separadas eletroforeticamente.

3- Ao término da eletroforese, as proteinas foram transferidas para uma membrana
de PVDF (Amersham) em tampao de transferéncia por 1,5 horas com a fonte
ajustada para DDP (diferenca média de potencial elétrico) = 100V e C (corrente) =
400mA.

4- Apo6s, as membranas foram bloqueadas com Blotto (5% de leite em pd desnatado
em PBS) por 1h.

5- A IgY foi diluida (1:300) em PBS e incubada com a membrana por 1h TA.

6- Conjugado anti-IgY de galinha produzido em coelho com peroxidase foi utilizado
diluido (1:2000) em PBS.

7- A revelagao foi desenvolvida com solugdo cromogena (1% de cloronaftol e

peréxido de hidrogénio pH 7,6).

8- Ao término das incubagdes as membranas foram lavadas 3 vezes com PBS, por 5

minutos cada vez.
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APENDICE IV

ELISA INDIRETO

Verificagao da Biotinilagao da IgY

1- As suspensdes de Leptospiras (1x10®/mL) patogénica e sapréfita, foram
inativadas a 56°C, 14 h e adicionada a uma placa de ELISA de poliestireno
(Polysorp, Nunc International, Rochester, NY) (100ulL/cavidade) previamente

sensibilizada com poli-L-Lisina 2,5% por 1h.

2- O anticorpo policlonal IgY biotinilado, foi diluido em PBS com concentragdes entre
1:500- 1:12800 e adicionado (100uL) as cavidades.

3- Foi adicionado 100ul de conjugado streptavidina-peroxidase, diluido 1:1500 em
PBST.

4- Apoés foi adicionada com 100ulL/cavidade da solugdao cromégena {100mL de
tampéo fosfato citrato (0,2 M pH 4,0) + 40mg de OPD + 40pl de agua oxigenada 30

vol}.

5- Depois de 15 minutos no escuro, a leitura foi realizada em espectrofotémetro a
450nm.

OBSERVAGOES:

o Cada periodo de incubagao foi realizado por 1h a 37°C. Ao término das
incubacdes as cavidades foram lavadas 3 vezes com 200uL de PBS com 0,05% de
Tween(PBST).

o Como controle negativo foram usadas cavidades a quais foram adicionados

todos os reagentes, exceto as leptospiras.



48

APENDICE V

ELISA INDIRETO
Verificagao da Biotinilacdo do MAb 1D9

1- A placa para ELISA de poliestireno (Polysorp, Nunc International, Rochester, NY)
(100uL/cavidade) foi sensibilizada com 3ug/mL da proteina recombinante LipL32,

diluida em tampéao carbonato bicarbonato pH 9,6 por 1h .

2- O anticorpo monoclonal 1D9 biotinilado foi diluido entre 1:100- 1:51200 em PBS e

adicionado (100uL) as cavidades.

3- Foi adicionado 100ul de conjugado streptavidina-peroxidase diluido 1:1500 em
PBST.

4- Apos foi adicionada a solugao cromogena {100mL de tampéao fosfato citrato (0,2M
pH 4,0) + 40mg de OPD + 40ul de agua oxigenada 30 vol}.

5- Depois de 15 minutos no escuro, a leitura foi realizada em espectrofotémetro a
450nm.

OBSERVAGOES:

o Cada periodo de incubagao foi realizado por 1h a 37°C. Ao término das
incubacdes as cavidades foram lavadas 3 vezes com com 200uL de PBS com
0,05% de Tween(PBST).

o Como controle negativo foram usadas cavidades a quais foram adicionados

todos os reagentes, exceto a proteina recombinante.
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APENDICE VI

ELISA DE CAPTURA DE ANTIGENO

FORMATO A

1- Sensibilizar uma placa de microtitulagao (Polysorp, Nunc International, Rochester,
NY) com 2ug/mL do MAb anti-LipL32 1D9 (100uL/cavidade) em tampao carbonato
bicarbonato por 18h a 4°C.

2- Lavar 3 vezes com PBST.

3- Bloquear 1 h a 37°C com 100ul PBST contendo 0,5% de soro albumina bovina
(BSA).

4- Lavar 3 vezes com PBST.

5- Adicionar 100pl/cavidade das diluicdes de leptospiras patogénicas diluidas em

PBS e soro humano por 1 h a 37°C.

6- Lavar 3 vezes com PBST.

7- Adicionar 100ul/cavidade de IgY anti- L. interrogans diluida 1:300 (preparagao usada
119 mg/mL) em PBST ¢/ 0,5% BSA.

8- Lavar a placa 5 vezes com PBST.

9- Adicionar 100ul/cavidade do conjugado de imunoglobulina de coelho anti IgY de
galinha, diluido 1:2000 em PBST c/ 0,5% BSA, por 1h a 37° C.

10- Lavar a placa 3 vezes com PBST.
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11- Adicionar 100pl/cavidade de solugao cromégena {100mL de tampéao fosfato
citrato (0,2 M pH 4,0) + 40mg de OPD + 40pl de agua oxigenada 30 vol} e deixar no

escuro por 15 min.

12- A leitura da reacao foi feita em leitor de placas de ELISA a 450 nm.

OBSERVAGOES:

o Controle negativo: com L. biflexa Patoc (108 células/mL)
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APENDICE VI

ELISA DE CAPTURA DE ANTIGENO
FORMATO B

1- Sensibilizar uma placa de microtitulagéo (Polysorp, Nunc International, Rochester,
NY) com 100 pl/cavidade do MAb anti-LipL32 1D9 (IlgG2b, 2ug/mL) em tampao

carbonato bicarbonato por 18h a 4°C.

2- Lavar 3 vezes com PBST.

3- Bloquear por 1 h a 37°C com PBST contendo 0,5% de BSA (200ul/cavidade).

4- Lavar 3 vezes com PBST.

5- Adicionar 100pl/cavidade das diluicdes de leptospiras patogénicas diluidas em

PBS e soro humano por 1 h a 37°C.

6- Lavar 3 vezes com PBST.

7- Adicionar 100pl/cavidade de IgY biotinilada diluido 1:8000 em PBST c/ 0,5%
BSA.

8- Lavar 3 vezes com PBST.

9- Adicionar 100ul/cavidade de conjugado streptavidina peroxidase, diluido 1:1500
em PBST c/ 0,5% BSA e deixar reagir por 1h a 37° C.

10- Lavar 5 vezes com PBST.
11- Adicionar 100ul/cavidade de solugao cromoégena {100mL de tampao fosfato

citrato (0,2 M pH 4,0) + 40mg de OPD + 40ul de agua oxigenada 30 vol} e deixar no

escuro por 15 min .



12- A leitura da reacgao foi feita em leitor de placas de ELISA a 450 nm.

OBSERVAGOES:

o Controle negativo: com L. biflexa Patoc (108 células/mL)
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APENDICE VIl

ELISA DE CAPTURA DE ANTIGENO

FORMATO C

1- Sensibilizar uma placa de microtitulagao (Polysorp, Nunc International, Rochester,

NY) com 100 pl/cavidade de uma mistura (2ug/mL) dos MADbs anti-LigA (1B12) e
anti- LigB (3D10) em tampao carbonato bicarbonato, pH 9,6, por 18h a 4°C.

2- Lavar 3 vezes com PBST.

3- Bloquear por 1 h a 37°C com PBST contendo 0,5% de BSA (200ul/cavidade).

4- Lavar 3 vezes com PBST.

5- Adicionar 100pl/cavidade das diluicdes de leptospiras patogénicas diluidas em

PBS e soro humano por 1 h a 37°C.

6- Lavar 3 vezes com PBST.

7- Adicionar 100ul/cavidade do MAb 1D9 biotinilado, diluido 1:2000 em PBST c/
0,5% BSA.

8- Lavar 3 vezes com PBST.

9- Adicionar 100pl/cavidade de conjugado streptavidina-peroxidase, diluido 1:1500
em PBST c/ 0,5% BSA e deixar reagir por 1h a 37° C.

10- Lavar 5 vezes com PBST.

11- Adicionar 100pl/cavidade de solugdo cromogena{100mL de tampao fosfato
citrato (0,2 M pH 4,0) + 40mg de OPD + 40pl de agua oxigenada 30 vol} .



e deixar no escuro por 15 min.

12- A leitura da reacéo foi feita em leitor de placas de ELISA a 450 nm.

OBSERVACOES:

o Controle negativo: com L. biflexa Patoc (10° células/mL)
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