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Resumo

GONGCALVES, Caroline Amurim da Silva. Desenvolvimento de um ELISA com a
proteina recombinante LigBrep para o diagnostico de leptospirose. 2017. 68f.
Dissertacdo (mestrado) — Programa de PoOs-Graduacdo em Biotecnologia.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Leptospirose € uma zoonose causada pela infeccdo de espiroquetas patogénicas do
género Leptospira. Possui como portadores da bactéria, os animais selvagens e
domésticos. Os humanos séo considerados hospedeiros acidentais, por contrairem a
leptospirose a partir de uma fonte de infeccdo animal, principalmente através dos
caninos. Sao reportados, anualmente, mais de 1 milhdo de casos severos de
leptospirose no mundo, resultando em aproximadamente 59 mil mortes. O teste de
diagnostico considerado padrédo para leptospirose é o Teste de microaglutinacéo
(MAT). Porém, o MAT apresenta limitagbes, como a dificuldade na execugédo, pois
necessita do cultivo de cepas vivas, além de ser um teste subjetivo e apresentar baixa
sensibilidade na fase aguda da doenca. Dessa forma, existe a necessidade no
desenvolvimento de novos testes de diagndéstico, que sejam mais rapidos e eficazes.
Sendo assim, esse trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de um Teste
Imunoenzimatico (ELISA) baseado na deteccdo de anticorpos IgG e IgM nos soros
humanos e caninos, utilizando como antigeno a proteina rLigBrep e a rLipL32. Na
analise dos soros humanos individuais com o uso do anticorpo IgM os resultados de
sensibilidade e especificidade foram de 87,0% e 100%, respectivamente. Com 0
anticorpo IgG o valor de sensibilidade do teste foi de 92,7% e a especificidade de
71,4%. Dentre os testes com soros caninos avaliando o anticorpo IgG, com a proteina
rLigBrep os resultados foram de 99,2% e 95,5% de sensibilidade e especificidade,
respectivamente. Avaliando os mesmos soros caninos com a proteina rLipL32, o valor
de sensibilidade foi de 90% e especificidade do teste foi de 91%. O valor da andlise
Kappa dos testes caninos com as proteinas rLigBrep foi de 0,94 e com a rLipL32 foi
de 0,790, demonstrando alta concordancia com o teste de diagnéstico padrdo. Com
isso, o teste de ELISA com a proteina rLigBrep apresenta resultados mais promissores
do que a proteina rLipL32, sendo uma proteina importante no auxilio para o
desenvolvimento de novos testes diagndsticos para leptospirose.

Palavras-chaves: Imunodiagnostico. Canino. Humano. ELISA indireto.



Abstract

GONCALVES, Caroline Amurim da Silva. Development of an ELISA with
recombinant LigBrep protein for the diagnosis of leptospirosis. Development of
an ELISA with recombinant LigBrep protein for the diagnosis of leptospirosis.
2017. 68f. Dissertacdo (mestrado) — Programa de Pos-Graduacdo em Biotecnologia.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Leptospirosis is a zoonosis caused by infection of pathogenic spirochetes of the genus
Leptospira. It possesses as carriers of the bacterium, wild and domestic animals.
Humans are considered accidental hosts because they contract leptospirosis from a
source of animal infection, mainly through the canines. More than 1 million severe
cases of leptospirosis worldwide are reported annually, resulting in approximately
59,000 deaths. The standard diagnostic test for leptospirosis is the Micro Agglutination
Test (MAT). However, the MAT has limitations such as difficulty in execution, since it
requires the cultivation of live strains, it is a subjective test and has low sensitivity in
the acute phase of the disease. Thus, there is a need to develop new diagnostic tests
that are faster and more effective. The objective of this study was to develop an
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) based on the detection of IgG and IgM
antibodies in human and canine sera using rLigBrep and rLipL32 as the antigen for the
diagnosis of human and canine leptospirosis. In the analysis of the individual human
sera with IgM antibody the sensitivity and specificity were 87.0 and 100%, respectively.
With the IgG antibody the sensitivity of the test was 92.7% and the specificity was
71.4%. In the tests with canine sera, IgG antibody and rLigBrep the results were 99.2
and 95.5% sensitivity and specificity, respectively. Evaluating the same canine sera
with the rLipL32 protein, the sensitivity was 90% and specificity was 91%. The Kappa
analysis of the canine tests with rLigBrep was 0.94 and with rLipL32 it was 0.790,
demonstrating high agreement with the standard diagnostic test. Thus, the ELISA test
with the rLigBrep protein presents more promising results than the rLipL32 protein,
being an important protein in the aid for the development of new diagnostic tests for
leptospirosis.

Key-words: Immunodiagnosis. Canine. Human. Indirect ELISA.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Leptospira spp.

Os agentes causadores da leptospirose sédo bactérias que pertencem a ordem
Spirochaetales, familia Leptospiraceae e género Leptospira. Compreendem 22
espécies, sendo 10 espécies patogénicas: L. interrogans, L. kirschneri, L.
borgpetersenii, L. santarosai, L. noguchii, L. weilii, L. alexanderi, L. kmetyi, L. alstonii
e L. mayottensis, cinco espécies intermedidrias: L. inadai, L. broomii, L. fainei, L. wolffii
e L. licerasiae e sete espécies saprofitas: L. biflexa, L. wolbachii, L. meyeri, L.
vanthielii, L. terpstrae, L. idonii e L. yanagawae, com mais de 260 sorovares
patogénicos e mais de 60 sorovares saprofitas (Bourhy et al., 2014, Adler and de la
Pena Moctezuma, 2010, Levett, 2001).

As leptospiras patogénicas tém a capacidade de infectar uma ampla gama de
hospedeiros, jA as espécies intermediarias foram isoladas de humanos e animais
infectados que podem ser a causa de uma variedade de manifestacfes clinicas
diferentes do habitual e as leptospiras saprofitas sdo bactérias presentes no ambiente

incapazes de infectar animais e humanos (Adler, 2015).

As leptospiras sdo bactérias Gram-negativas, composta por uma membrana
externa e interna e uma parede celular de peptidoglicano associado a membrana
interna (Dellagostin et al., 2011). Os polissacarideos (LPS) estdo presentes na
membrana externa e sdo as variacdes dos carboidratos que compdem os LPS que
determinam os diversos tipos de sorovares existentes (Cerqueira and Picardeau,
2009). Outras proteinas de membrana junto com os LPS, constituem os principais
fatores de viruléncia da bactéria (Adler and de la Pena Moctezuma, 2010).

Leptospiras sé@o bactérias aerdbicas obrigatdrias com temperatura otima de
crescimento variando entre 28-30 °C. Possuem de 6-20 um de comprimento, 0,1 pm
de diametro, e dois flagelos localizados em cada extremidade, encontrados imersos
no espaco periplasmatico, diferente da maioria das bactérias. Alteracdes
morfologicas, como o caracteristico formato de gancho é devido as rotacdes que 0s
flagelos induzem, o que permite a mobilidade das leptospiras em ambientes aquosos
(Levett, 2001, Bharti et al., 2003).
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As bactérias crescem em meio enriquecido com sais de aménio, vitaminas B1
e B12 e acidos graxos de cadeia longa. Esses acidos graxos sédo a Unica fonte de
carbono (Adler and de la Pena Moctezuma, 2010). O principal meio para crescimento
de Leptospira spp, € o Ellinghausen-McCullough modificado por Johnson e Harris
(EMJH), composto por &cido oleico, polisorbato 80 e albumina sérica bovina, podendo
ser suplementado com soro de coelho e piruvato. Para inibir o crescimento de
contaminantes, podem ser adicionados 5-fluorouracilo, gentamicina, acido nalidixico

e rifampicina (Faine et al., 1999).

2.2. Etiologia e Epidemiologia

Leptospirose é uma zoonose de distribuicdo global, causada por espiroquetas
patogénicas do género Leptospira, uma bactéria Gram-negativa sendo um Ssério
problema de saude publica no mundo (Bharti et al., 2003, Desvars et al., 2011,
Fornazari et al., 2012, Jorge et al., 2015). E uma doenca endémica em paises
tropicais, devido as condi¢cdes geoclimaticas e sociais, favorecendo a transmisséo e
contribuindo com o aumento da incidéncia (Guerra, 2013). Além disso, algumas
profissbes, incluindo veterindrios, agricultores, acougueiros, pescadores,
trabalhadores de matadouros e de manutencgao de esgoto, tem maior risco de infeccéo
pela bactéria (Alavi and Khoshkho, 2014).

A maioria dos animais, incluindo selvagens, domésticos e os humanos, podem
ser afetados pela leptospirose (Adler and de la Pena Moctezuma, 2010). Como um
animal reservatorio tipico, os roedores carregam L. interrogans em seus rins que sao
excretadas pela urina, contaminando o ambiente (Xue et al., 2010). Humanos e
animais, como 0s caes, suinos e bovinos, podem ser infectados por leptospiras
através do contato direto ou indireto com agua, urina e solo contaminados ou através
do contato com animais infectados (Brownlow et al., 2014). As bactérias penetram no
hospedeiro por meio de abrasdes na pele ou pelas membranas mucosas,
disseminando rapidamente através do sangue ate invadir 6érgaos e tecidos (King et al.,
2014).

Foi estimando, no ano de 1999, que o numero de casos de leptospirose no
mundo era de mais de 500 mil ao ano, resultando em 50 mil casos fatais (OMS, 1999).

Em 2014, o nimero aumentou para 873 mil casos por ano com 49 mil obtidos
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causados por leptospirose (Picardeau et al., 2014). No ano de 2015, a estimativa de
casos aumentou para 1.03 milhdes e 58,9 mil mortes ao redor do mundo. A maior
proporcao de casos e mortes ocorre no sexo masculino na faixa etaria de 20-49 anos
de idade (Costa et al., 2015).

No Brasil, a leptospirose é endémica durante o ano todo, atingindo todas as
regides, tornando-se epidémica quando associada a indices pluviométricos elevados
decorrentes de enchentes, especialmente em aglomeracdes urbanas de baixa renda,
condicdes precérias de infraestrutura sanitaria e presenca de altas populacbes de
roedores. No periodo entre os anos 2000-2010, a média anual de casos no Brasil foi
de 3.438, totalizando 146.803 casos, sendo 37.824 confirmados e 4.029 6bitos, com
taxa de incidéncia no pais de 1,8/100 mil habitantes. Entre esses anos, os casos foram
concentrados nos estados do Sudeste e Sul, representando 69,1% do total do pais.
Entre os anos 2010-2014 foram confirmados 20.810 casos de leptospirose, com média
anual de 4.162 casos confirmados e 1.694 Obitos, representando uma taxa de
incidéncia média de 2,1/100 mil habitantes. Os Estados com maior nimero de casos
da doenca foram observados novamente no Sudeste e Sul (Ministério da Saude,
2016).

2.3. Controle

O controle a nivel de saude publica, deveria ser voltado para os principais
reservatorios de leptospiras nas cidades (ratos e caes) e nas areas rurais (roedores
selvagens, gado e gamba). Sendo necessarias para isso, algumas medidas
preventivas: remocdo de lixo em areas urbanas, afastar ratos de rios e riachos para
prevenir a contaminacado de aguas e melhorar o saneamento béasico (Ricaldi and
Vinetz, 2006, McBride et al., 2005). Porém, os programas de erradicacéo da doenca,
geralmente sdo em locais de grande aglomeracao de pessoas e em populacdes de
baixa renda, fazendo com que aumente a probabilidade de transmissao da doenca
para humanos (Talpada et al., 2003).

A vacinacdo também é uma forma de prevencdo da doenca. Podem ser
eficazes contra os sorovares mais prevalentes em uma determinada espécie em cada
regido (Subharat et al., 2011). Porém, o controle da leptospirose € diferente para cada

espécie de hospedeiro e para cada sorogrupo de Leptospira (Mughini-Gras et al.,
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2014). A vacina mais comumente utilizada para leptospirose € composta por
bacterina, amplamente utilizada para uso veterinario e permitida em alguns paises,
para uso em humanos (Ricaldi and Vinetz, 2006).

Nessa vacina, nao estao inclusos todos 0os sorovares importantes, permitindo
que sorovares de outra espécie possam infectar animais supostamente protegidos,
tornando os humanos suscetiveis a infecgdo através do contato direto ou indireto com
a fonte contaminada (Ricaldi et al., 2012). As vacinas comerciais sdo mundialmente
disponiveis para bovinos, suinos e caninos. A maioria das vacinas bovinas possuem
em sua formulacéo, pelo menos o sorovar Hardjo. Ja as vacinas caninas possuem
geralmente os sorovares Canicola e Icterohaemorrhagiae. Na Europa, foi
acrescentada na vacina os sorovares Grippotyphosa, Australis e Sejroe. As vacinas
suinas em geral incluem um ou mais dos sorovares Pomona, Grippotyphosa,
Bratislava, Canicola e Icterohaemorrhagiae, sabendo que o sorovar Bratislava é
relatado como sendo abortivo nesses animais (Adler and de la Pena Moctezuma,
2010, Ellis, 2010).

Para uso em humanos, esse tipo de vacina apenas é permitido nos seguintes
paises: Cuba, Japdo, China e Franca. Seu uso € limitado devido a vérios fatores:
efeitos colaterais, sorovar-especifico e a necessidade de reforcos de imunizacfes
para manter os titulos de anticorpos protetores. Além disso, quando uma populacao é
vacinada, sorovares nao incluidos na preparacao vacinal, podem causar novos surtos
(Dellagostin et al., 2011, Hartskeerl et al., 2011). Caes imunizados podem ser
infectados com sorovares diferentes dos contidos nas vacinas, podendo transmitir
leptospirose para os humanos (Prescott, 2008). Sendo assim, um programa de
vacinacdo bem-sucedido, exige estudos epidemioldgicos continuos para avaliar a
incidéncia de diferentes sorovares em uma determinada regidao (Adler and de la Pena
Moctezuma, 2010).

2.4. Relagéo entre caes e humanos

Os cées sao continuamente expostos a diversos fatores de risco, pois possuem
acesso livre a ambientes contaminados (Miraglia et al., 2012). Os sorovares mais
prevalentes em caninos sédo Canicola e Icterohaemorrhagiae (Jorge et al., 2015).
Estudos realizados em S&o Paulo e na Bahia, mostram que a maioria dos casos de

leptospirose humana sdo causadas pelo sorogrupo Icterohaemorrhagiae, onde o
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sorovar predominante € o Copenhageni (Blanco et al., 2016). Dessa forma, os caninos
séo considerados reservatoérios de grande importancia para a infeccdo em humanos
em muitos paises tropicais, incluindo o Brasil (Oliveira et al., 2010). Estudos realizados
no Sul do Pais, demonstram que ndo ha a prevaléncia de um sorovar, encontrando
amostras positivas para diversos sorovares, como: Hardjobovis, Wolffi,
Grippotyphosa, Canicola, Copenhageni, Australis, Bratislava e Pomona (Topazio et
al., 2015).

Os caninos sao hospedeiros de L. interrogans sorogrupo Canicola (Kamath et
al., 2014). Em relagéo a sororeatividade a Icterohaemorrhagiae, esta relacionado ao
contato direto ou indireto de cdes com roedores, 0 maior reservatério deste sorogrupo
e 0 mais importante nas areas urbanas (Munoz-Zanzi et al., 2014). O sorogrupo
Australis pode ser associado com a doenca severa em caninos e é o segundo mais
comum em causar leptospirose em caes (Major et al., 2014, Schuller et al., 2015). A
reacdo com o0 sorogrupo Ballum € a mais comum entre os caninos ndo vacinados,
devido a exposicdo com ratos e camundongos que sdo hospedeiros desse sorogrupo.
Esses sorogrupos tém grande importancia na leptospirose humana em muitas partes
do mundo (Thornley et al., 2002, Vieira et al., 2006, Storck et al., 2008). Dessa forma,
0s caes podem servir como indicadores da presenca destes sorogrupos no ambiente
(Schuller et al., 2015).

Esses animais sédo importantes para a patogénese da leptospirose podendo
transmitir a doenca para humanos através da disseminagao desses sorovares através
da urina infectada (Jorge et al., 2015, Lelu et al.,, 2015). Em cdaes, a forma mais
comumente reconhecida da doenca é a subaguda, porém a maioria das infec¢cdes em
caninos sao crénicas e subclinica e assim colocando em risco de infec¢édo as pessoas
pelo contato com cées doentes e por aqueles animais subclinicamente infectados
(Cameron et al., 2008).

Seria de grande utilidade, se os veterinarios fossem obrigados a relatar casos
caninos de leptospirose as autoridades de saude publica, pois isso poderia auxiliar
sobre o risco de leptospirose para 0os humanos e consequentemente na prevencao da
doenca (Bleich and Nicklas, 2008).
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2.5. Patogénese

As leptospiras possuem a capacidade de penetrar a pele através de pequenas
abrasdes ou cortes e pelas membranas mucosas, como as mucosas nasais e bucais.
A fase inicial da doenca comeca depois da entrada das bactérias no hospedeiro, com
a rapida multiplicacdo de leptospiras no sangue, fendmeno conhecido por
leptospiremia (Barocchi et al., 2002). O alto nivel de leptospiras no sangue e tecidos
provocam lesfes devido a acdo de toxinas ou de componentes celulares toxicos,
comecando a aparecer os sintomas da doenga no hospedeiro (Ko et al., 2009, Adler
and de la Pena Moctezuma, 2010). As leptospiras possuem um mecanismo
caracteristico para evasao do sistema imune inato, durante a fase inicial da infeccao.
Isso acontece devido a resisténcia ao sistema complemento, através do recrutamento
do Fator H para a superficie bacteriana, mediado por proteinas Len (leptospiral
endostatin like) como a LenA e LenB que adquirem o Fator H do complemento ou
através de C4BP (complemento de ligacdo C4b hospedeiro cadeia alfa da proteina)
que liga-se a superficie de leptospira, promovendo a inibicdo do sistema complemento
(Stevenson et al., 2007, Barbosa et al., 2010).

ApoOs a infeccdo se instalar no hospedeiro, pode ocorrer a evolucdo para uma
doenca aguda, resultando no desenvolvimento da imunidade protetora, na eliminacdo
do agente causador da doenca ou o hospedeiro pode desenvolver o estado de
portador crénico (Athanazio et al., 2008). Apés a fase inicial, essas bactérias através
de sua motilidade, migram para érgdos como rins, pulmdes e figado (Lambert et al.,
2012). Nos rins, o limen dos tdbulos renais € o local onde a concentracdo de
anticorpos é baixa, tornando um local ideal para as leptospiras conseguir escapar do
sistema imune (Faine et al.,, 1999). Os rins que apresentam colonizagcdo por
leptospiras exibem nefrite tubulo-intersticial, necrose tubular e hemorragias (Nally et
al., 2004). No figado, as leptospiras causam dano hepatocelular, com perda tecidual
e inflamacéo (Faine et al., 1999). Ja o dano pulmonar ocorre devido a hemorragias
intra-alveolares, resultando em insuficiéncia respiratoria (Pereira et al., 2005, Gouveia
et al., 2008).
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2.5.1. Fatores de viruléncia

A membrana das leptospiras sdo compostas por lipopolissacarideos (LPS),
lipoproteinas e peptidoglicanos (Cullen et al.,, 2005). Os LPS presentes nas
leptospiras, ativam nas células humanas os receptores TLR2 e em camundongos,
ativam os receptores TLR2 e TLR4, indicando diferengcas espécie-especifica em
relacdo a ativacao dos receptores, demonstrando um papel importante na patogénese
da doenca (Yang et al., 2006). Os peptidoglicanos das leptospiras induzem a liberacéo

do fator alfa necrose tumoral (TNF-a) de mondcitos através de efeitos endotoxicos.

As lipoproteinas sdo componentes fundamentais das membranas de
leptospiras, contendo mais de 145 genes que codificam para provaveis lipoproteinas
e OMPs (Viratyosin et al., 2008, Yang et al., 2006). Entre elas se destacam: a
leptospiral immunoglobulin-like (Lig) , Loa22, LipL32, OmpL1, LenA, LenD, OmpL36,
OmpL37, OmpL47 e OmpL54 (Ko et al., 2009, Lo et al., 2009). Em relag&o as Ligs, as
proteinas LigA, presente apenas nas espécies L. interrogans e L. kirschneri, e LigB
que sao expressas em todas as espécies patogénicas de Leptospira, possuem a
capacidade de se aderir a fibronectina, coldgeno e laminina, servindo como adesinas
no processo de colonizacdo dos tecidos nos hospedeiros (Matsunaga et al., 2003,
Choy et al., 2007). O polipeptideo LigBrep, € uma regido idéntica compartilhada entre
as proteinas LigA e LigB, presentes na membrana externa da bactéria e
consequentemente, sado reconhecidas por soros de pacientes com a doenca (Croda
et al., 2007).

A lipoproteina Loa22 € um fator de viruléncia exposta na superficie bacteriana,
€ reconhecida por soros de pacientes com leptospirose, tem sua maior expressao na
infeccdo aguda e esta presente em L. biflexa (Gamberini et al., 2005, Ristow et al.,
2007, Picardeau, 2008). A LipL32 esta presente na superficie celular e representa
75% das proteinas da membrana externa (Haake, 2000, Cullen et al., 2002). E
altamente conservada entre as leptospiras patogénicas e ndo esta presente em L.
biflexa, sendo expressa durante a infeccdo aguda letal (Haake et al., 2004, Nally et
al., 2007).
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2.6. Manifesta¢des Clinicas

A infecc@o por leptospiras em animais sdo na maioria subclinicas. Porém, as
formas clinicas da doenca séo observadas principalmente em dois grupos de animais:
0 primeiro sdo 0s animais jovens, que podem apresentar sinais agudos graves da
doenca, caracterizados por ictericia, hematdria, hemoglobindria, meningite, dano
renal e até a morte. O segundo grupo se refere as fémeas prenhas ou lactantes,

podendo apresentar agalactia e perdas econémicas (Melo et al., 2011).

Os sinais clinicos de leptospirose em cées nao sao especificos (Levett et al.,
2005). As manifestacfes clinicas em animais domésticos podem ser febre, injaria,
insuficiéncia renal e hepatica, hemorragia pulmonar e faléncia reprodutiva (Blum
Dominguez Sdel et al., 2013). E uma doenca com grande importancia por afetar a

produtividade resultando em fraqueza, aborto e até a morte (Dey et al., 2007).

Em cavalos, a leptospirose é frequentemente associada a abortos e a uveite
recorrente equina, porém os sinais clinicos ndo sao especificos, o que dificulta no
diagnéstico (Levett et al., 2001, Palaniappan et al., 2007). A leptospirose bovina
resulta em grandes perdas econémicas na industria pecuaria, principalmente por
causar abortos, natimortos, infertilidade, reducdo na producéo de leite e diminuicao
do ganho de peso diario (Monte et al., 2015, Villanueva et al., 2016). Em ovinos, a
leptospirose pode causar perda de apetite, febre, irritabilidade, ericamento de pelos,
olhos vermelhos, diarreia, deficiéncia renal cronica, abortos, natimortos e em
rebanhos leiteiros, pode haver alteracdo no fluxo e na qualidade do leite (Faine et al.,
1999, Melo et al., 2011).

Nos humanos as manifestacdes podem variar de acordo com a viruléncia do
sorovar infectante, nimero de células infectantes, a idade, a saude e a competéncia
imunoldgica do individuo (Adler and de la Pena Moctezuma, 2010). O periodo de
incubacdo até o aparecimento dos primeiros sintomas sdo em média de 15 dias,
podendo variar desde uma infeccéo leve até manifestacdes graves da doenca (Levett,
2001, Bharti et al., 2003). A doenca € dividida em duas fases: fase precoce e fase
tardia. Os primeiros sintomas da fase precoce sdo as manifestacfes leves da
leptospirose, caracterizadas por febre, dor de cabeca, calafrios e mialgias,
principalmente na panturrilha, nduseas, diarreia, fotofobia, dor ocular e tosse (Ko et

al., 1999, Daher et al., 2010). Esses sintomas duram em média de 3 a 7 dias e sao
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frequentemente confundidos com outras doencas como influenza, meningite
asséptica, encefalite, dengue, hepatite ou gastroenterite, resultando em um

diagnéstico errado (Dey et al., 2007).

A maior responsabilidade atribuida a leptospirose nas regides endémicas, sdo
as manifestacdes graves que ocorrem na fase tardia da doenca, ocasionando risco a
saude, por causar a sindrome hemorragica pulmonar e insuficiéncia renal aguda
devido a Doenca de Weil (Lameire et al., 2006, Gouveia et al., 2008, Papa et al., 2009,
Zaki and Shanbag, 2010). Os casos fatais decorrentes dessas manifestacdes, séo
maiores que 10% para a sindrome hemorragica pulmonar e superior a 70% nos casos
da Doenca de Weil (McBride et al., 2005). A leptospirose grave € um problema de

saude publica, com taxa de letalidade de até 40% (Ricaldi and Vinetz, 2006).

2.7. Tratamento

O tratamento da leptospirose é principalmente a administracao de antibiéticos
no momento do diagndstico (Pappas and Cascio, 2006). A terapia com antibiéticos é
feita com penicilina intravenosa quatro vezes por dia, para oS casos com maior
gravidade e com antibioticos orais, como amoxicilina, doxiciclina, ampicilina ou
eritromicina para 0s casos menos graves. Para pacientes alérgicos a penicilina, a
ceftriaxona pode ser usada como alternativa. Além disso, € contraindicado a
doxiciclina para mulheres gestantes e criancas menores de 8 anos, por causar
malformacdes 6sseas e dentarias no feto e pelo risco de pigmentacéo dentéaria. Para
esse grupo de risco, as alternativas sdo cefalosporina, macrolideo ou penicilina.
Porém, para todos os pacientes, o tempo total do tratamento € de 7 dias (Picardeau,
2013, Babic-Erceg et al., 2014).

A quimioprofilaxia é indicado para casos de pré e pos-exposi¢cao. Para a pré-
exposicdo como nos eventos de esportes aquaticos e exercicios militares, deve ser
administrado doxiciclina uma vez por semana. Em casos de p0s-exposi¢do, como em
enchentes e trabalhadores em locais de grande risco, como a limpeza de fossas, é
indicado o uso de doxiciclina de 12 em 12 horas pelo periodo de 5-7 dias (Adler and

de la Pena Moctezuma, 2010).
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2.8. Diagnéstico

Um teste de diagndstico ideal € aquele capaz de discriminar a leptospirose
entre uma ampla gama de doencgas febris e manifestacdes clinicas semelhantes, ser
de facil execucéo, alta sensibilidade e especificidade e ser viavel financeiramente, ou
seja, de baixo custo (Dey et al., 2007, Picardeau et al., 2014). Porém, a leptospirose
possui uma particularidade, em alguns animais infectados os niveis de anticorpos
podem ser detectados anos apdés a doenca, o que dificulta a utlizacdo de
determinados testes soroldgicos (Budihal and Perwez, 2014).

No entanto, os principais tipos de testes de diagnostico para leptospirose
usados atualmente, como a cultura da bactéria, testes moleculares como o PCR e
testes moleculares como o Teste de Microaglutinacdo (MAT) e os Ensaios
Imunoenzimaticos (ELISA), possuem suas limitacdes e ndo suprem todos os critérios
de um teste ideal (Goris et al., 2013b).

2.8.1. Cultura da bactéria

A cultura vira o isolamento de leptospiras presentes em amostras bioldgicas,
como tecidos, sangue e urina. Essas amostras devem ser coletadas antes do inicio
do tratamento com antibiético e até o décimo dia da doenca (Adler and de la Pena
Moctezuma, 2010). Esse teste é baseado no cultivo da amostra biol6gica em frascos
com meio EMJH. Caso a amostra apresente alguma contaminacéo, sdo adicionados
ao meio de cultivo, os antibidticos seletivos 5-fluorouracilo e 1% de soro de coelho
(Adler, 2015).

As culturas sdo incubadas entre 28-30 °C sendo necessario um
acompanhamento semanal por microscopia de campo escuro por até 16 semanas,
para confirmacdo do diagnostico (Goris et al., 2013a). Porém, o cultivo in vitro de
leptospiras é dificil de ser realizado, de baixa sensibilidade e fastidioso (Lilenbaum et
al.,, 2009). Apesar da alta especificidade, a técnica de cultivo celular ndo é
recomendada para o diagndstico precoce de leptospirose, mas sua utilizagdo é
indicada para o isolamento de leptospiras vivas em estudos envolvendo a

patogenicidade das bactérias (Fornazari et al., 2012).
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2.8.2. Teste de microaglutinagéo (MAT)

O teste soroldgico de referéncia para o diagnostico e estudos epidemioldgicos
de leptospirose animal e humana € o teste de microaglutinacdo (Levett et al., 2005,
Suepaul et al., 2011). O objetivo desse teste € a deteccdo de anticorpos IgM e IgG em
amostras biolégicas, aumentando a sensibilidade e especificidade do MAT em
amostras coletadas apos 1 ou 2 semanas do aparecimento dos sintomas, devido a a
alta presenca de anticorpos (WHO and ILS, 2003, Schuller et al., 2015).

Para realizar o MAT, € preciso um painel de antigenos, recomendado ser
composto por um representante de cada sorogrupo da regido para cada espécie
animal e para aumentar a sensibilidade do teste, € indicado usar cepas locais (WHO,
2011, Adesiyun et al., 2011). Além disso, é preciso coletar pelo menos duas amostras
no periodo de 8-10 dias ap0s o inicio dos sintomas, e caso necessario, uma terceira
amostra para confirmar o diagnéstico (WHO and ILS, 2003). O resultado desse teste
€ visto através da aglutinacdo entre anticorpos presentes na amostra e os antigenos
presentes na bateria do teste (Langston and Heuter, 2003). S&o considerados
positivos, agueles soros que apresentaram um aumento de quatro vezes o titulo entre

0s soros da fase aguda e da convalescente (Budihal and Perwez, 2014).

Apesar desse teste ser considerado padrdo, o MAT possui algumas limitagoes,
como: é laborioso, requer um painel de culturas vivas de varios sorovares, apresenta
reacdo cruzada entre sorovares do mesmo sorogrupo, € um teste demorado
comparado a outros testes, possui baixa sensibilidade na fase inicial da doenca,
dificuldade em interpretar o resultado e dificuldade em diferenciar anticorpos IgM e
IgG em animais que sdo vacinados, infectados ou oriundos de areas endémicas
(Bajani et al., 2003, Ahmad et al., 2005, Subathra et al., 2009, Miller et al., 2011).
Dessa forma, o MAT é uma boa ferramenta para a triagem em rebanhos ou em
estudos epidemiolégicos, mas nédo é adequado para o diagnéstico individual (Otaka
et al., 2012).

2.8.3. Testes rapidos
Os testes rapidos para o diagnéstico de leptospirose sdo baseados na deteccdo

de anticorpos IgM em amostras bioldgicas. Esses testes utilizam cepas de leptospira

em sua composicdo, sendo o0s sorovares mais usados: Patoc, Grippotyphosa,
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Bratislava (Vanithamani et al., 2015, Kodjo et al., 2016). Esses testes apresentam
valores de sensibilidade variando entre 75-100% e valores de especificidade entre 92-
100% (Smits et al., 2001, Vanithamani et al., 2015, Dahal et al., 2016, Fontana et al.,
2017). As limitacBes dos testes rapidos sédo de apresentarem melhores resultados de
sensibilidade e especificidade na fase aguda, a partir do sétimo dia apés o
aparecimento da doenca sendo indicados como um teste de triagem no diagndstico
para pacientes com sintomas clinicos da doenca (Wagenaar et al., 2004, Nabity et al.,
2012).

2.8.4. Ensaios Imunoenzimaticos (ELISA)

O teste de ELISA baseia-se na utilizacdo de antigeno podendo ser de célula
inteira ou determinadas proteinas, com a finalidade de detectar anticorpos IgM ou IgG
em amostras biolégicas (McBride et al., 2007a). Na primeira semana da doenca, 0s
anticorpos IgM séo capazes de ser detectados, permitindo o diagnostico. Com o
avanco da doenca, os anticorpos IgM diminuem gradativamente e os anticorpos 1gG
comecam a ter niveis maiores, caracteristico da fase convalescente da leptospirose
(Budihal and Perwez, 2014).

Ha uma grande variacdo de sensibilidade e de especificidade nos diferentes
testes de ELISA estudados. Testes diagnésticos de leptospirose humana séo
avaliados em relacdo ao teste de referéncia MAT, porém as sensibilidades quando
testados soros de fase aguda é menor do que quando testadas com soros de fase
convalescente, com valores de sensibilidade variando de 38,5-52,7% para fase aguda
e 67,2 — 93,8% para fase convalescente (Bajani et al., 2003). Estudos utilizando
proteinas recombinantes para a detec¢éo da doenca, como a rLipL32, rLipl41 e rLigA,
obtiveram valores de sensibilidade variando entre 62-65% e especificidade maior que
90% para todas as proteinas utilizadas, demostrando ser importantes na detec¢cao de
anticorpos IgM e IgG (Chen et al., 2013).

O ELISA PanBio é o teste disponivel para uso comercial para diagndéstico da
leptospirose, mostrando ser mais sensivel do que o MAT na deteccao de anticorpos
IgM (Budihal and Perwez, 2014). Outro teste de diagndstico humano, o EIE-IgM
obteve um aumento na sensibilidade da primeira para a segunda semana da doenga,
com valores de 62,1% para 97,1% respectivamente (McBride et al., 2007b). Para o

diagnoéstico canino, estudos utilizaram proteinas recombinantes como a rLoa22,
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rLigACon4-8, rLipL21 e rLipL32. Os testes utilizando essas proteinas obtiveram
valores de sensibilidade e especificidade de 89,7% e 81,4% para rLoa22, 97,5% e
84,3% para a rLigACon4-8, 99,5% e 84,3% para rLipL21 e 99,5% e 84,3% para a
rLipL32, comparado com o MAT (Ye et al., 2014b).

2.8.5. Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

O teste de diagnostico baseado em PCR ¢é feito através da deteccdo do DNA
de Leptospira spp. presentes em amostras biol6égicas como sangue, urina, amostras
de tecidos (ante e post mortem) e liquido cefalorraquidiano (Morikawa et al., 2015). A
deteccdo de DNA leptospiral pode ser feita em estagios iniciais da infec¢do, auxiliando
no rapido tratamento do paciente infectado (Budihal and Perwez, 2014). Os ensaios
moleculares desenvolvidos podem ser classificados em ensaios que tem como alvo
0s genes de manutencdo, tais como, secY, RRS, gyrB, ou ainda em ensaios que
detectem genes determinantes de viruléncia como lipL32, ligB ou IfB1 (Ahmed et al.,
2012).

Apesar da técnica ser considerada de alto custo e seu uso ser restrito a
determinados laboratérios, a PCR € um teste preciso, rapido e confiavel,
apresentando sensibilidade de 100% e especificidade de 99% quando comparado ao
teste de cultivo microbiolégico (Hernandez-Rodriguez et al., 2011). Além disso, é
capaz de quantificar a carga leptospiral de pacientes infectados e o material bioldgico
coletado pode ser feito apos o inicio do uso de antibiéticos (Bharti et al., 2003, Tubiana
et al., 2013). Todas essas vantagens demostram sua importancia na contribuicao para
o diagnéstico de leptospirose, associado a uma técnica de referéncia como o MAT,
auxiliando no melhoramento da vigilancia epidemiolégica no controle de zoonoses
(Sykes et al., 2011, Hernandez-Rodriguez et al., 2011).
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3. HIPOTESE E OBJETIVOS

3.1. Hipotese

As proteinas recombinantes rLigBrep e rLipL32 utilizadas neste trabalho, sdo
mais antigénicas que o antigeno bruto da leptospira, facilitando o reconhecimento
pelos anticorpos especificos, consequentemente, aumentando a sensibilidade do

ELISA indireto na fase aguda da doenca.

3.2. Objetivo Geral

Desenvolver um teste de ELISA indireto e de captura para o diagnostico de

leptospirose.
3.3. Objetivos especificos:

¢ Clonagem e expresséao das proteinas

e Determinar, através de ensaios de checkerboard, as melhores concentraces
de antigeno (rLigBrep), diluicdes de soro humano e de anticorpo anti-lgM e anti-
IgG humano para uso no formato de ELISA indireto

e Determinar, através de ensaios de checkerboard, as melhores concentraces
de antigeno (rLigBrep e rLipL32), diluicbes de soro canino e de anticorpo anti-
IgM e anti-lgG canino para uso no formato de ELISA indireto

e Avaliar soros humanos e caninos com o teste padronizado

e Comparar os resultados do ELISA indireto com o MAT

e Padronizar o ELISA de captura
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4. METODOLOGIA

4.1. Materiais e Métodos

4.1.1. Clonagem e expressao das proteinas recombinantes

A amplificacdo da regido codificadora do gene selecionado foi realizada por
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando primers especificos. Os produtos
da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose e, posteriormente o gene
de interesse foi clonado no plasmideo pAE utilizando enzimas de restricdo. Os
possiveis clones recombinantes foram selecionados pela técnica de triagem rapida
“microprep” em placas contendo agar LB (caldo LB contendo 2% de Agar e antibiético)
a 37° C por 16 h. As colonias suspeitas de serem recombinantes foram cultivadas em
5 ml de caldo LB (com antibiético) para a extracéo e purificacdo dos DNAs plasmidiais
através do kit GFX Micro Plasmid Prep (GE Healthcare).

Apos a confirmagdo dos clones recombinantes, através de PCR e andlise de
restricdo, o plasmideo purificado foi utilizado para transformar, por choque térmico, a
cepa de expresséao E. coli BL21(DES3) Star. Um clone recombinante foi utilizado para
inocular 10 ml de LB, contendo antibiotico, e cultivado sob agitacdo de 200 rpm, por
12 — 20 h a 37 °C. Posteriormente, esta cultura foi utilizada para inocular 500 ml de
LB (com antibiético), e incubada a 37 °C sob agitacdo de 200 rpm até a fase
exponencial de crescimento (DO600 entre 0,6 e 0,8), quando entdo a expressao da
proteina foi induzida com 1 mM de IPTG (isopropiltio-p-D-galactosideo), durante 3 h.
Apos este periodo, a cultura foi centrifugada a 6.000 x g por 15 min a 4 °C. O pellet
foi suspendido em tampao de solubilizacao, apds a confirmacdo da expressao através
de SDS PAGE e Western blot, a proteina recombinante foi purificada por
cromatografia de afinidade utilizando colunas Ni2+ Sepharose HisTrap.
Posteriormente, a proteina purificada foi dialisada contra tampé&o fosfato-salino (PBS)
(pH 7,2) overnight a 4 °C. A concentracdo da proteina purificada foi determinada
utilizando BCA Protein Assay Kit (Pierce, USA), com uma curva padrao de albumina

sérica bovina (BSA).
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4.1.2 Teste de microaglutinacdo (MAT)

O MAT é o teste sorolégico padrdo para diagnostico e classificacdo de
leptospirose. Neste método, sdo misturadas diluigcBes seriadas do soro (1:25, 1:50 e
1:100) e culturas de leptospiras, em microplacas. A mistura do soro e do antigeno
reage por um periodo de 2 h, em estufa bacteriolégica BOD a uma temperatura de 30
°C. O resultado € obtido ao se estimar a propor¢cdo de leptospiras aglutinadas com
relacdo a de leptospiras livres depois do periodo de incubacéo, sendo estimada em
cruzes, resultando em: +++ quando 100% das leptospiras estdo aglutinadas; ++
quando 50% das leptospiras estdo aglutinadas; + quando menos que 50% das
leptospiras estdo aglutinadas. Serdo consideradas as aglutinagdes, ou seja, soros

positivos, 0s iguais ou superiores a ++.

O MAT realizado com os soros humanos utilizou 14 cepas patogénicas de
Leptospira, separadas em duas baterias, compostas por sorovares Canicola, Panama,
Pomona, Copenhageni, Cynopteri, Autumnalis, Patoc, Wolfii, Bataviae, Celledoni,

Guaricura, Bratislava, Mozdok cepa 3759 (isolado local) e Tarassovi.

Com os soros caninos, foi utilizado na FIOCRUZ-BA uma bateria com 11 cepas
patogénicas de leptospira, sendo estas: Autumnalis, Ballum, Bataviae, Copenhageni,
Canicola, Grippotyphosa, Hardjobovis, Hebdomadis, Javanica, Pomona e Panama.
Alguns soros foram submetidos novamente ao MAT realizado pelo Laboratério de
Pesquisa em Doencas Infecciosas (LPDI), sendo avaliado 4 sorovares de Leptospira
spp.: Copenhageni, Autumnalis, Hardjobovis e Canicola.

4.1.3. Banco de soros humanos

As amostras de soros avaliadas no ELISA, s&o oriundas de uma soroteca
obtida pelo LPDI através de um projeto de vigilancia realizado no bairro Py Crespo,
na cidade de Pelotas/RS e amostras provenientes da parceria com a FIOCRUZ de
Salvador. Foi escolhido o bairro Py Crespo por ser uma area endémica, apresentando
saneamento basico inadequado e constantes enchentes. Ja as amostras da

FIOCRUZ, foram obtidas de pacientes suspeitos de terem contraido leptospirose.



30

Essas amostras foram caracterizadas através do MAT, o qual € referéncia no

diagndstico da leptospirose.

Nos ensaios de ELISA avaliando os anticorpos IgM e IgG, foram utilizados dois
painéis de soros humanos. O primeiro painel serviu para realizar a padronizacao
(checkerboard) e foi composto por um pool com dez amostras positivas e outro com
dez amostras negativas conforme resultados no MAT. O segundo painel foi utilizado
para avaliacdo individual dos soros, sendo analisados 22 soros com o anticorpo IgM,
sendo 8 positivos e 14 negativos. Para o anticorpo IgG, foram avaliados 124 soros, 41

deles sendo positivo e 83 negativos.

4.1.4. Banco de soros caninos

O banco de soros caninos é composto por soros positivos e negativos
provenientes de projetos de vigilancia ocorridas na cidade de Salvador/BA e na cidade
de Pelotas/RS. Os soros de Salvador foram cedidos pela FIOCRUZ-BA em
colaboragcédo com o Hospital Veterinario da Universidade Metropolitana de Salvador.
Os soros de Pelotas, foram obtidos pela colaboracéo entre o LPDI e a Faculdade de
Medicina Veterinaria-UFPEL. Todas as amostras foram submetidas a técnica de MAT
para caracteriza-las como positivas ou negativas para leptospirose.

Nos ensaios de ELISA, foram utilizados dois painéis com soros escolhidos
randomicamente do banco de soros do LPDI. O painel 1 para a padroniza¢ao foi usado
dois pools de soros, ambos com dez amostras, mas um pool com soros positivos e
outro com amostras negativas. O painel 2 foi usado para a analise individual dos soros
composto por 283 soros, sendo 116 positivos e 167 negativos. Desse total, 258 soros
foram obtidos da parceria com Salvador e 25 soros com origem de Pelotas.

4.1.5 Cultivo de L. interrogans

L. interrogans sorovar Copenhageni cepa Fiocruz L1-130 foi cultivada em meio
EllinghausenMcCullough-Johnson-Harris (EMJH) enriquecido com 10% de
suplemento comercial (Difco) a 28 °C. Posteriormente, foi realizado a contagem de
leptospiras em camara de Petroff-Hausser e a manutencéo de cultivos viaveis, com

até quatro passagens in vitro, atraves de repiques semanais.
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4.1.6. Protocolo padrao pararealizacdo dos ELISAs indireto

Placas de poliestireno de 96 cavidades de fundo chato NUNC Polysorp
(Thermo Scientific) foram sensibilizadas por 16 horas a 4 °C, com quatro diferentes
quantidades de antigeno por poco (50ng, 100ng, 150ng e 200ng), diluidos em tamp&o
carbonato-bicarbonato com pH=9,6. Os soros foram testados em duplicatas utilizando
a quantidade de 50 uL em cada cavidade. Logo apés, a placa foi incubada a 37 °C por
1 hora. Os soros utilizados foram diluidos em 1:50, 1:100, 1:200, 1:400 e 1:800 para
o checkerboard. Apds isso, foi adicionado 50 uL por pogo do anticorpo (anti-lgM e anti-
IgG humanos e anti-IgG canino) conjugado com peroxidase, diluidos em PBS-T em
1:100000, 1:8000, 1:6000, 1:4000, 1:2000, 1:1000 e 1:500. Posteriormente, as
reacoes foram reveladas com o substrato o-fenilenodiamnina (OPD), adicionado de
peroxido de hidrogénio, e a placa armazenada no escuro por 15 minutos. A
absorbancia foi avaliada a 450 nm usando um leitor de placas de ELISA. Entre as

diferentes etapas, as placas foram lavadas 3 vezes com PBS-T (0,05% de Tween 20).

4.1.7. Protocolo padréo para realizagdo dos ELISAs de captura

Placas de poliestireno de 96 cavidades de fundo chato NUNC Maxysorp
(Thermo Scientific) foram sensibilizadas por 1 hora a 4 °C, com diferentes diluicdes de
anticorpos de captura por poco (1:1500, 1:1000, 1:2000, 1:4000, 1:6000, 1:6600,
1:7260, 1:7986, 1:8000, 1:10000 e 1:12000), diluidos em tampdo carbonato-
bicarbonato com pH=9,6. Apds isso, foi adicionado 50 pyL de solugao bloqueadora

(PBS-T + leite em pd 5%) em cada poco e a placa incubada a 4 °C por 16 horas.

A amostra positiva utilizada foi o cultivo de L. interrogans sorovar Copenhageni
cepa Fiocruz L1-130 em meio EMJH diluido em PBS 1X e as amostras negativas
usadas foram somente PBS. Foi adicionado 50 uL da amostra positiva na diluigdo 10°
leptospiras por poco e a placa foi incubada por 1 h a 28 °C. Apds isso, foram
adicionadas diversas diluicbes de anticorpos de deteccao (1:1500, 1:1000, 1:2000,
1:4000, 1:6000, 1:6600, 1:7260, 1:7986, 1:8000, 1:10000 e 1:12000) e a placa foi
incubada por 1 h a 37 °C. Depois, foram colocados em cada pogo da placa 50 uL do
anticorpo anti-lgG de camundongo ou anti-lgG de rato conjugados com peroxidase

que posteriormente foi incubada a 37 °C por 1 h. Em seguida, as reacdes foram
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reveladas com o substrato o-fenilenodiamnina (OPD), adicionado de perdxido de
hidrogénio, e a placa armazenada no escuro por 15 minutos. A leitura das reacdes foi
feita pela absorbancia 450nm usando um leitor de placas de ELISA. Entre as

diferentes etapas, as placas serao lavadas 3 vezes com PBS-T (0,05% de Tween 20).

4.1.8. Andlise estatistica

4.1.8.1 Sensibilidade

A sensibilidade de um teste de diagndstico reflete o quanto o teste é eficaz em
identificar corretamente, dentre todos os individuos avaliados, aqueles que realmente

apresentam a doenca de interesse. O calculo é feito da seguinte maneira:

Sensibilidade = A/ (A + C) x 100, onde A € o numero de soros positivos pelo ELISA e
pelo MAT, e C é o numero de soros positivos pelo MAT mas negativos pelo teste de
ELISA avaliado.

4.1.8.2 Especificidade

A especificidade de um teste de diagndstico se refere ao quanto ele é eficaz de
identificar corretamente os individuos que ndo apresentam a doenca de interesse. A

férmula para a especificidade é:

Especificidade = D / (B+ D) x 100, onde D € o niUmero de soros negativos pelo ELISA
e pelo MAT, e B é o numero de soros negativos no MAT mas positivos pelo ELISA de

avaliado.

4.1.8.3 Intervalo de confianca 95 (IC95)

O intervalo de confianca com nivel de 95% (IC95) € o mais comum e significa
gue o resultado esta dentro do intervalo em 95 dos 100 estudos realizados. O intervalo
de confianca € usado para indicar a confiabilidade de um teste. Em termos de
precisao, quanto mais estreito for o intervalo de confianga, maior sera a precisao dos
resultados. Entre os fatores que podem aumentar a preciséo do intervalo de confianca,

esta o tamanho da amostra, ou seja, quanto maior a amostra, maior € a precisao.
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4.1.8.4 Cut-off padrao

O valor de cut-off padrdo em diversos estudos € obtido através da média dos
resultados dos soros negativos acrescentados duas vezes o desvio padréo. A
guantidade de vezes do desvio padréo pode variar dependendo do objetivo do estudo.
Mas o cut-off padréo abrange 95% da populacdo com uma distribuicdo normal.

4.1.8.5 Curva ROC (receiver operator characteristic curve)

O desempenho de um teste de diagndstico é usualmente demostrado pela
curva ROC. A curva ROC é constituido por diferentes pares de sensibilidade e
especificidade para cada valor de cut-off (ponto de corte). Para diferentes pontos de
cortes, dentro da amplitude dos possiveis valores que o teste em avaliacdo produz,
pode-se estimar valores de sensibilidade e especificidade. Dessa forma, a escolha do
melhor cut-off na maioria das vezes € representada pelo ponto onde a sensibilidade e

especificidade sdo ao simultaneamente maiores.

4.1.8.6 Analise de concordancia - Kappa

O Coeficiente Kappa € definido como uma medida de associacdo usada para
descrever e testar o grau de concordancia, ou seja, a confiabilidade e a preciséo entre
dois testes de diagndéstico. Assim valores maiores que 0,75 representam excelente
concordancia, valores situados entre 0,40 e 0,75 representam concordancia mediana

e valores abaixo de 0,40 representam baixa concordancia.

4.1.8.7 Valor Preditivo Positivo (VPP)

O VPP é a probabilidade de um individuo avaliado e com resultado positivo
ser realmente doente.

VPP = VP / (VP + FP), onde VP é verdadeiro positivo e FP é falso positivo.
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4.1.8.8 Valor Preditivo Negativo (VPN)

O VPN é a probabilidade de um individuo avaliado e com resultado negativo
ser realmente saudavel.

VPN =VN/ (VN + FN), onde VN é verdadeiro negativo e FN é falso negativo.
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5. RESULTADOS

5.1. Resultados do teste MAT

O banco de soros caninos foi submetido ao teste MAT pela FIOCRUZ-BA e
pelo nosso grupo do Laboratoério de Pesquisa em Doencas Infecciosas. Na Tabela 1
demostra os resultados do MAT realizado na FIOCRUZ e pelo LPDI, mostrando os
nameros de soros com maior titulo para cada sorovar. A FIOCRUZ utilizou os
seguintes sorovares: L1-130, Swartz, Ballum, Hardjobovis, C169, Pomona,
Hebdomadis, Panama, Duyster, Canicola, Autumnalis e Javanica. No teste feito pelo
LPDI para confirmar os resultados obtidos pelo teste anteriormente feito pelo
laboratério da FIOCRUZ, foram utilizados quatro sorovares: L1-130, Canicola,
Hardjobovis e Autumnalis. (Tabela 2).

Em relacdo aos 25 soros cedidos pela Faculdade de Medicina Veterinaria da
UFPel, foram avaliados com o0s seguintes sorovares: L1-130, Grippotyphosa,
Autumnalis, Australis, Ballum, Mozdok, Pomona, Canicola e Patoc. Os resultados do

MAT se referem aos sorovares com maior titulo para cada soro (Tabela 1).
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Tabela 1. Resultados dos MAT com soros caninos realizados pela FIOCRUZ-BA e LPDI

Sorovares | Soros positivos | Soros positivos
(FIOCRUZ) confirmados
(LPDI)
L1-130 40 39
Swa 01 -
Bal 07 -
Har 31 31
C169 17 -
Pom 17 -
Heb 01 -
Pan 0 -
Duy 23 -
Can 30 28
Aut 25 25
Jav 07 -
Gri - -
Aus - -
Moz = -
Pat - -

5.2. Ensaios de padronizac¢do do ELISA com soros caninos utilizando rLigBrep

Os ensaios de padronizacédo no formado ELISA tém como finalidade obter a
concentracdo de antigeno, a diluicdo do soro e a diluicdo do anticorpo anti-lgG canino,
a fim de diferenciar os soros positivos dos soros negativos. Esses testes foram
realizados utilizando um pool de soros positivos e um pool de soros negativos, cada

um composto por 10 soros que foram caracterizados conforme o resultado no MAT.

O ELISA foi padronizado utilizando a proteina rLigBrep, com diferentes

diluicbes de soro e de anticorpo anti-lgG canino, Figura 1.
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Figura 1. Resultados obtidos pelos testes de padronizagéo. A: 50 ng de rLigBrep. B: 100 ng
de rLigBrep. Diluigéo seriada de soros e diluicdo do anticorpo anti-IgG canino.

*Cut-off: média dos negativos mais duas vezes o desvio padrao.

Analisando os resultados apresentados na Figura 1, foram escolhidas através
dos ensaios de padronizacao, as seguintes condi¢cdes: 50 ng da proteina rLigBrep, os
soros foram diluidos na proporcéo de 1:100 e a diluicdo escolhida do anticorpo anti-
IgG canino foi de 1:2000. Nessas condi¢des, o valor do pool positivo foi de 0,55 e do
cut-off de 0,163, ou seja, 0s soros positivos foram 3 vezes maiores do que 0s

negativos, conseguindo diferenciar esses soros com precisao.

5.3. Avaliacéo individual de soros caninos utilizando a proteina rLigBrep

Os testes de ELISA foram realizados conforme os resultados escolhidos pela
padronizacdo. Dessa forma, foram avaliados 283 soros caninos, obtidos através da
parceria com a FIOCRUZ - BA e com o Hospital Veterinario da UFPel. Os soros foram
caracterizados pelo MAT, resultando em 116 soros positivos e 167 soros negativos

para leptospirose (Figura 2).
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Figura 2. Avaliagédo dos soros caninos por ELISA indireto ap0s a padronizagdo com a proteina
rLigBrep.

O cut-off para a avaliacao inicial dos testes, foi estabelecido como sendo a
meédia dos soros negativos mais duas vezes o desvio padréo, onde na figura 2 esse
valor se refere a 0,215. Através desse ponto de corte, o teste de ELISA foi capaz de
detectar 101 soros positivos do total de 116 soros caracterizados como positivos pelo
MAT e 167 soros negativos do total de 167 soros com resultados negativos no teste

de diagndstico padréo.

Dessa forma, o teste de diagndstico baseado em ELISA indireto desenvolvido
nesse trabalho, tem valores de sensibilidade e especificidade de 87,0% (IC95: 80,6-
93,2%) e 100% (IC95: 98,7-100%), respectivamente. Desse modo, o VPP desse teste
é de 100% e o VPN € 91,7%.

5.4. Avaliacéo individual de soros caninos através da curva ROC com a
proteina rLigBrep

O teste de ELISA utilizando a curva ROC para determinar o valor de cut-off
possui valores de sensibilidade e especificidade melhores do que os apresentados
anteriormente. O mesmo teste utilizando os 283 soros caninos, com o valor de cut-off
estabelecido pela curva ROC como sendo 0,122, obteve valores de sensibilidade de
99,2% (IC95: 95,7-99,9%) e especificidade de 955% (IC95: 91,3-98,1%),
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reconhecendo 115 soros como positivos e 116 soros negativos (Figura 3). Alterando
o valor de cut-off para 0,152 o teste obtém valor de sensibilidade de 96,5% (IC95:
91,4-99,0%) e especificidade de 99,4% (IC 95: 96,7-99,9%). Os valores de VPP e VPN

do teste com a curva ROC séo de 93,4% e 99,3%, respectivamente.
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Figura 3. Avaliacdo individual dos soros caninos pelo ELISA indireto com o cut-off
estabelecido através da curva ROC com a proteina rLigBrep.

5.5. Ensaios de padronizag¢éo do ELISA indireto com soros caninos utilizando
rLipL32

Os ensaios de padronizacao foram realizados utilizando os mesmos pools de
SOros positivos e negativos e as mesmas condi¢gdes usadas para a rLigBrep.

A figura 4 mostra os resultados obtidos através dos testes de padronizagéo
utilizando a proteina rLipL32, com diferentes diluicdes de soro e de anticorpo anti-IgG

canino.
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Figura 4. Resultados obtidos pelos testes de padroniza¢do. A: 50 ng de rLipL32. B: 100 ng
de rLipL32. Dilui¢cdo seriada de soros e diluicdo do anticorpo anti-lgG canino.

*Cut-off: média dos negativos mais duas vezes o desvio padréo.

ApOs os resultados obtidos com a padronizacdo, foram determinadas as
condicbes para serem utilizadas nas placas para avaliar os soros caninos
individualmente. Dessa forma, as placas foram sensibilizadas utilizando 50 ng da
proteina rLipL32, os soros foram utilizados na diluicdo de 1:100 e a diluicdo do
anticorpo anti-lgG canino foi de 1:1000. Com essas diluigdes, 0os soros positivos
obtiveram valor de 0,184 e os negativos (cut-off) com valor de 0,09, mostrando uma
diminuicAo em 2 vezes em relacdo aos positivos, evidenciando o potencial em

diferenciar soros positivos de negativos.

5.6. Avaliacao individual de soros caninos utilizando a proteina rLipL32

Estabelecidas as condigbes na padronizagao, foram avaliados os mesmos
soros caninos avaliados anteriormente com a proteina rLigBrep, sendo 116 soros

positivos e 167 soros negativos para leptospirose, no total de 283 soros. (Figura 5).
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Figura 5. Avaliacdo dos soros caninos individuais apds a padroniza¢do do ELISA indireto com
a proteina rLipL32.

O cut-off nesse teste tem o valor de 0,510, estabelecido como sendo a média
dos soros negativos mais duas vezes o desvio padrao. Através desse cut-off, o teste
teve a capacidade de detectar como soros positivos, 100 soros do total de 116 e
considerou negativos 156 soros do total de 167 caracterizados negativos no MAT.

Com esses resultados, o teste de diagndstico utilizando a rLipL32, possui
sensibilidade de 86,5% (IC95: 79,3-91,9%) e especificidade de 93,2% (1C95: 88,5-
96,5%). Por esse motivo, nesse teste os valores de VPP e 0 VPN s&o 90,0%.

5.7. Avaliacéo individual de soros caninos através do ROC com a proteina
rLipL32

Escolhendo o valor de cut-off através da curva ROC, como sendo 0,48, o teste
de ELISA altera seus valores de sensibilidade para 89,7% (IC95: 83-94,4%) e de
especificidade para 90,9% (IC95: 85,7-94,7%). Sendo capaz de reconhecer 104 soros
positivos e 150 soros negativos (Figura 6). Se alterar o valor de cut-off para 0,480, o
valor de sensibilidade aumenta para 90,5% (IC95: 84-94,9%) e a especificidade
diminui para 89,8% (IC 95: 84-93,8%). Avaliando o teste através da curva ROC, os

resultados de VPP e VPN séo 85,9% e 92,5%, respectivamente.
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Figura 6. Avaliagdo individual dos soros caninos com o cut-off estabelecido através da curva
ROC com a proteina rLipL32.

5.8. Resultados da padronizagdo do ELISA indireto com a proteina rLigBrep
com soros humanos e anticorpo anti-lgM humano

Na padronizacéo, foram escolhidas as seguintes condi¢ées: 50 ng da proteina
rLigBrep, diluicdo do soro de 1:100 e diluicdo do anticorpo anti-lgM humano conjugado
com peroxidase de 1:1000, pois o valor dos soros positivos foram de 0,162 e dos
negativos foram de 0,071, mostrando uma diferenca de 2 vezes entre esses soros,

permitindo diferencia-los (Figura 7).
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Figura 7. Padronizagdo com a quantidade de 50 ng da proteina rLigBrep utilizando soros
humanos diluidos e avaliando anticorpo anti-lgM humano.

*Cut-off: média dos negativos mais duas vezes o desvio padrao.

5.9. Avaliacéo individual de soros humanos utilizando a proteina rLigBrep e
anticorpo anti-lgM humano

Posterior a padronizacdo, foram avaliados 22 soros individuais, sendo 8
positivos e 14 negativos. Com o cut-off de 0,175, o teste foi capaz de detectar os 8
soros como sendo positivos e 10 soros como sendo negativos, correspondendo a
valores de 100% (IC95: 63,1-100%) de sensibilidade e 71,4% (IC95: 41,9-91,6%) de
especificidade (Figura 8). Em funcéo disso, o valor de VPP do teste é 66,7% e o VPN
é de 100%.
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Figura 8. Avaliacdo dos soros humanos individuais com a proteina rLigBrep e anticorpo anti-
IgM humano.

*Cut-off: média dos negativos mais duas vezes o desvio padréo.

5.10. Avaliagao individual de soros humanos através do ROC com a proteina
rLigBrep e anticorpo anti-IlgM humano

Alterando o valor do cut-off pela curva ROC para 0,215, o teste passa a obter
valores de sensibilidade e especificidade de 87,5% (1C95: 47,3-99,7%) e 100% (1C95:
76,8-100%), respectivamente. Dessa forma, o teste € capaz de detectar 7 soros como
sendo positivos e 0s 14 soros negativos (Figura 9). Em razéo disso, o teste obteve

valor de VPP de 100% e de VPN de 93,3%.
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Figura 9. Avaliacdo dos soros humanos individuais com a proteina rLigBrep e anticorpo anti-
IgM humano com cut-off definido pela curva ROC.
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5.11. Resultado da padronizacdo do ELISA indireto com a proteina rLigBrep
com soros humanos e anticorpo anti-lgG humano

Através dos testes para a padronizagdo, foram estabelecidos a quantidade de
50 ng da proteina rLigBrep, diluicdo do soro de 1:100 e diluicdo do anticorpo
secundario de 1:1000. Foram escolhidas essas condi¢des pois permite diferenciar os
soros positivos dos negativos, apresentando o valor de soros positivos de 0,625 e
soros negativos de 0,312, mostrando uma diferencga de 2 vezes entre os soros (Figura
10).

1.01 —=— Conjugado 1:6000
—— Conjugado 1:4000
c Conjugado 1:2000
g —— Conjugado 1:1000
< 0.54
o) )
e Cut-off |
0.0 1

1:50 4
1:100 -
1:200 A
1:400 +

Diluicdes dos Soros
Figura 10. Padronizagdo com a quantidade de 50 ng da proteina rLigBrep utilizando soros
humanos diluidos e avaliando anticorpo anti-lgG humano.

*Cut-off: média dos negativos mais duas vezes o desvio padrao.

5.12. Avaliacéo individual de soros humanos utilizando a proteina rLigBrep e
anticorpo anti-lgG humano

Foram avaliados 124 soros individuais, sendo eles 41 positivos e 83 negativos
no MAT. Com o cut-off sendo a média dos negativos mais duas vezes o desvio padrao
com valor de 0,0525, o teste resultou em valores de 92,7% (IC95: 80,1-98,5%) de
sensibilidade detectando 38 soros positivos e 71,1% (IC95: 60,1-80,5%) de
especificidade, capaz de identificar 59 soros negativos (Figura 11). Com isso, 0s
valores de VPP € 61,2% e o VPN é de 95,2%.
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Figura 11. Avaliagdo dos soros humanos individuais com a proteina rLigBrep e anticorpo anti-
IgG humano. Cut-off: média dos negativos mais duas vezes o desvio padrao.

5.13. Avaliagao individual de soros humanos através do ROC com a proteina
rLigBrep e anticorpo anti-lgG humano

Escolhendo o valor do cut-off pela curva ROC como sendo 0,078, o teste
apresenta valores de sensibilidade de 75,1% (IC95: 59,7-87,7%) e especificidade de
86,7% (1C95: 77,5-93,2%). Identificando 31 soros positivos e 72 soros negativos
(Figura 12). Desse modo, esse teste de ELISA obteve valores de VPP de 73,8% e 0
VPN é de 87,8%.
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Figura 12. Avaliacdo dos soros humanos individuais com a proteina rLigBrep e anticorpo anti-
IgG humano com valor de cut-off estabelecido pela curva ROC.
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5.14. Resultados do ELISA de captura

Foram realizados ensaios de padronizacdo no formado ELISA de captura,
testando diversas combinacdes e diluicdes dos anticorpos de captura e anticorpos de
deteccdo. Nesses ensaios foram utilizadas a concentragdo de 10° leptospiras/mL, o
controle positivo foi um cultivo de 108 leptospiras/mL e controle negativo apenas PBS.
Também foram feitos testes com e sem bloqueio com leite em p6 5%. Para obter uma
amostra com a diluicdo de 10° leptospiras/mL foi realizado o cultivo dessas leptospiras

até atingirem 108, posteriormente foi feito a diluicido em PBS até 10°.

Na figura 13, foram avaliadas diferentes combinacdes entre o anticorpo
antibacterina produzido em coelho (anticorpo de captura) e diversas diluicdes do
anticorpo antibacterina produzido em rato (anticorpo de deteccao).

A Teste 1 Teste 2
0.50 - 0.50- . .
—— g-bacterina + o-bacterina 1:50

1 L\— 4 —=— g-bacterina + a-bacterina 1:100
] —— qg-bacterina + a-bacterina 1:200
] —— g-bacterina + a-bacterina 1:400
0.251 M 0.254 oi-bacterina + a-bacterina 1:800
5‘::5(—-—-_._-———_ : o-bacterina + a-bacterina 1:1600
\w 1 =+ g-bacterina + a-bacterina 1:3200

Q\

IJ.IJIJ T T 1 ) 1 1 IUI][! T T T T T T 1

o a o [=]} [=] o

B 8 § § 8 @ B 8 § & & B
Diluigbes dos Soros Diluigbesdos Sorms

Figura 13. Resultados utilizando o anticorpo antibacterina (coelho) em diluicdo seriada de
1:50 a 1:1600 e diluicdo do anticorpo antibacterina (rato) de 1:50 a 1:3200. A: amostra positiva
(10° leptospiras/mL). B: amostra negativa (PBS).

No teste posterior, 0 anticorpo de captura utilizado foi o antibacterina produzido
em coelho combinado com os anticorpos disponiveis no laboratério, entre eles: anti-
FlaA, anti-FlaB, anti-LigBrep policlonal (produzidos em rato), 1D9 (anti-LipL32), mAb3
(anti-LipL32) e anti-LigBrep monoclonal (produzidos em camundongo). Na figura 14,
foram utilizadas as diluices de 1:6000 até 1:7986 do anticorpo de captura e 1:5000
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dos anticorpos de detecgéo. Os anticorpos anti-rato e anti-camundongo conjugados
com peroxidase, foram diluidos em 1:10000 e 1:8000, respectivamente.

Teste 3

0.301 .
a-bacterina + a.-FlaA

a-bacterina + a-FlaB
a-bacterina + a.-LigBrep (pAb)

bt

a-bacterina + 1D9
0.154 a-bacterina + mAb3

—

e
—

a-bacterina + a.-LigBrep (mAb)

Absorbéancia (D.O. 450 nm)

0.00

1:6000 A
1:6600 A
1:7260 A
1:7986 A

DiluicBes dos Soros

Figura 14. Combinacao entre anticorpo de captura antibacterina (coelho) diluido em 1:6000 a
1:7986 e de diferentes anticorpos de deteccao diluidos em 1:5000, usando a amostra positiva
(10° leptospiras/mL).

Também foram testados a combinacdo entre o anticorpo antibacterina
produzido em rato diluidos em 1:50 a 1:1600 e o anticorpo 1D9 (anti-LipL32) nas
diluicdes de 1:50 até 1:3200 (Figura 15). O anticorpo anti-camundongo conjugado com

peroxidase foi usado na diluicdo 1:8000, para revelar as reacoes.
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Teste 4

0.301
o.-bacterina + 1D9 1:50

o-bacterina + 1D9 1:100
a-bacterina + 1D9 1:200
a-bacterina + 1D9 1:400
0.15- a-bacterina + 1D9 1:800
a-bacterina + 1D9 1:1600
a-bacterina + 1D9 1:3200

Pt

Absorbancia (D.O. 450 nm)

0.00

1:50 -
1:100 4
1:200 +
1:400 -
1:800 -
1:1600 -
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Figura 15. Combinacdo entre anticorpo antibacterina (rato) na diluicdo seriada de 1:50 a
1:1600 e do anticorpo 1D9 (anti-LipL32) diluidos em 1:50 a 1:3200, usando a amostra positiva
(10° leptospiras/mL).

5.15. Andlise de Concordéancia — Kappa

Essa analise foi feita para os testes de ELISA utilizando as duas proteinas
(LigBrep e LipL32) com os soros caninos. Com a LigBrep, o teste obteve os seguintes
resultados: 107 soros verdadeiros positivos, 19 soros falsos negativos, 175 soros
verdadeiros negativos e 2 soros falsos positivos. Dessa forma, o valor de Kappa é
0,942, representando alta concordancia entre o ELISA com arLigBrep e o teste padrao
de diagndstico MAT.

A analise Kappa para a rLipL32 obteve valor 0,790, ou seja, o teste resultou em
110 soros positivos verdadeiros, 16 soros falsos negativos, 165 soros negativos
verdadeiros e 12 soros falsos positivos. Esse valor de Kappa demostra a elevada

concordancia entre o teste de ELISA e o MAT.
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7. DISCUSSAO GERAL

O teste de diagnostico referéncia para leptospirose é o MAT, porém esse teste
nao é especifico para IgM, detectando os anticorpos IgM e IgG, resultando em baixa
sensibilidade na fase aguda, ndo sendo considerado o teste ideal para confirmacao
diagndstico de forma rapida (Valverde Mde et al., 2013, Rajapakse et al., 2015). Um
teste de diagnéstico ideal é capaz de discriminar entre leptospirose e uma ampla gama
de doencas febris com apresentagdes clinicas semelhantes (DEY et al., 2015). Dessa
forma, novos testes de diagnosticos devem ser baseados em antigenos altamente
conservados entre espécies patogénicas de Leptospira, para contribuir com a
deteccao de casos de leptospirose (Guerreiro et al., 2001). Para auxiliar, as proteinas
recombinantes imunogénicas sdo uma alternativa para substituir os antigenos brutos

no desenvolvimento de testes sorolégicos de diagnéstico (Cullen et al., 2004).

Proteinas recombinantes expostas na superficie da Leptospira spp., como
LipL32, LigA, LigB e LipL21 vem sendo utilizadas no desenvolvimento de novos testes
de diagndstico, mostrando seu potencial imunogénico e diagndstico. Dentre o0s
estudos realizados, os valores de sensibilidade variam de 69-92% e a especificidade
varia entre 98-100% (Haake et al., 2000, Srimanote et al., 2008, Seenichamy et al.,
2014, Kitashoji et al., 2015). Porém, ainda existem muitos grupos de pesquisa
utilizando a bacterina como antigeno em ensaios de ELISA indireto, apresentando
resultados de sensibilidade de 83-88% e especificidade entre 72-98,5% (Schlichting
et al., 2015, lwasaki et al., 2016, Vanasco et al., 2016).

Atualmente ndo existe um teste de diagndstico para leptospirose disponivel
para comercializacdo no Brasil. O teste DPP Leptospirose Humana produzido pela
Bio-Manguinhos nédo obteve seu registro aprovado pelo Ministério da Saude, mesmo
apresentando resultados de 100% de sensibilidade e 93% de especificidade, fazendo
com gue o pais tenha que importar os testes, gerando altos custos para os laboratorios
gue tenham interesse nesse produto (Nabity et al., 2012). Além disso, esses testes
importados obtém baixa sensibilidade e especificidade dependendo do local onde é

utilizado, pois é composto pela L. biflexa, uma cepa ndo patogénica.

Na maioria dos grupos de pesquisas que trabalham com o desenvolvimento de
testes de diagnostico para leptospirose canina, utilizam o antigeno recombinante

LipL32 em seus testes. Um dos trabalhos utilizou 305 soros caninos e 100 ng da
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proteina, apresentando valores de sensibilidade de 92,6% e especificidade de 84,3%
(Ye et al., 2014a). Outros dois estudos utilizaram 50 ng de LipL32, um deles com o
total de 137 soros com valores de sensibilidade de 96,4% e especificidade de 97,3%
(Dey et al., 2004). O outro trabalho, utilizou um total de 227 soros e a especificidade
foi avaliada conforme o anticorpo anti-IlgM e anti-lgG canino, apresentando valores de
96,4% e 95,5%, respectivamente (Andre-Fontaine et al., 2015).

Desse modo, no presente trabalho as proteinas recombinantes (rLigBrep e
rLipL32) foram utilizadas como antigenos durante o desenvolvimento de testes
sorologicos baseados em ELISA. Foram escolhidas essas proteinas por estarem
presentes somente em espécies patogénicas da bactéria, auxiliando no diagnéstico
correto da doenca (Croda et al., 2007). Nesses testes foram avaliados a detec¢éo dos
anticorpos anti-lgG canino, pelo fato desses anticorpos apresentarem altos niveis na
fase convalescente e também porque a maioria dos diagnésticos séo feitos nessa fase

da doenca (Waggoner et al., 2014).

Essa diferenca de sorovares prevalentes em cada regido do pais, pode ser vista
nos resultados do MAT realizados na FIOCRUZ e na Faculdade de Medicina
Veterinaria da UFPel, onde em Salvador o sorovar mais prevalente foi Copenhageni
(40 soros), seguido pelo Hardjobovis (31 soros), e em Pelotas os mais frequentes
foram Canicola (8 soros), Mozdok (3 soros) e Copenhageni (2 soros). Esses dados
enfatizam que na Regido Sul do Brasil, em especial no Rio Grande do Sul, ndo ha a
prevaléncia de apenas um sorovar infectante em caninos. Isso se deve a alta
proximidade entre as regides rurais e urbanas, resultando no contato de cdes com
animais reservatorios de outros sorovares, ocasionando reacdes cruzadas no MAT.
Isso resulta na dificuldade de diagnosticar corretamente o animal infectado, por
necessitar de uma bateria com diversos sorovares e na limitacdo do uso da vacinacao,
pois seria fundamental que sua formulacdo dispusesse de varios sorovares para

proteger esses animais.

Alguns soros do banco de soros caninos do LPDI foram submetidos novamente
ao MAT, pois em testes de diagndstico feitos anteriormente, como ELISA e Dot blot,
alguns desses soros obtiveram resultados diferentes do MAT feito pela FIOCRUZ.
Dessa forma, 129 soros caninos foram testados no MAT pelo LPDI com quatro
sorovares para o diagndstico correto, sendo eles: Copenhageni, Canicola, Hardjobovis

e Autumnalis. Apds essa analise, 40 soros que antes eram considerados negativos
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pela FIOCRUZ passaram a ser classificados como positivos, com titulos iguais ou

superiores a 1:50.

Em relacdo aos resultados apresentados, o teste de ELISA com a proteina
rLigBrep apresenta resultados mais promissores do que a proteina rLipL32. Através
da curva ROC, o teste com a proteina rLigBrep apresentou valores de 99% e 95% de
sensibilidade e especificidade, respectivamente. Com a rLipL32, os melhores
resultados foram obtidos também pelo ROC, demonstrando sensibilidade e
especificidade de 90%. A rLigBrep possui valores de sensibilidade e especificidade
maiores quando em comparacdo com outros trabalhos utilizando proteinas
recombinantes, que apresentam valores variando entre 93-96% de sensibilidade e 84-
97% de especificidade. Porém, ambas as proteinas estdo dentro dos critérios para um
teste ser considerado ideal, onde na fase convalescente, o teste deve ter no minimo
90% de sensibilidade e especificidade (McBride et al., 2005, McBride et al., 2007a).

No que diz respeito aos resultados da andlise de concordancia Kappa, a
rLigBrep obteve valor de 0,942 e a rLipL32 com valor de 0,790. Ambas as proteinas
apresentaram valores considerados de excelente concordancia com o teste padréao
de diagndstico, que no caso da leptospirose € o MAT. Como o MAT nédo é um teste
com precisdo diagndstica quando ndo possui soros pareados, ou seja, um SOro
coletado na fase aguda e outro na fase convalescente, testes com valores de Kappa
superiores a 0,75, ja sdo considerados promissores.

O teste de ELISA-IgM com soros humanos utilizando a proteina LigBrep
apresentado nesse trabalho, mostrou valores de 100% de sensibilidade e 72% de
especificidade utilizando o cut-off padrdo. Alterando esse valor de cut-off pelo grafico
ROC, o teste mudou os valores de sensibilidade e especificidade para 88% e 100%
respectivamente. O teste ELISA-IgG utilizando soros humanos com a proteina
LigBrep, obteve resultados de sensibilidade de 92% e de especificidade de 71% com
o cut-off padréo. Apds alterar esse valor pelo ROC, o teste aumentou a especificidade

para 87% mas diminuiu a sensibilidade para 76%.

Tendo em vista os resultados obtidos nesse trabalho e dos artigos
apresentados anteriormente que utilizam proteinas recombinantes na elaboracdo do

teste de ELISA, podemos observar que o ELISA avaliando o anticorpo anti-lgM
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humano obteve resultados semelhantes aos trabalhos citados, principalmente apds a

alteracéo do valor de cut-off pela curva ROC.

Nos testes realizados com o ELISA de captura, ndo ocorreu resultados
esperados em nenhuma das diluicdes e combinacdes de anticorpos testados. Devido
a isso, as atividades com esse formato de ELISA foram encerradas pelo grupo até
obter explicacbes do motivo de estar ocorrendo reacdes inespecificas em todos os

testes nas maiores diluicdes de anticorpos.

A dissertacao possui em anexo B o pedido de registro de patente para uso de
rLigBrep como imunobiol6gico para prevencéao, controle e diagndéstico da leptospirose.
A patente intitulada como Polipeptideo LigBNID de Leptospira spp. para uso como
imunobiolégico, est4d sendo avaliada pelo INPI (Instituto Nacional da Propriedade
Industrial).
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8. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

e Resultados promissores com 0s soros caninos avaliados com a proteina
rLigBrep, apresentando valores de sensibilidade de 99% e especificidade de
95%;

e NA&o obtivemos a padronizagdo com o ELISA de captura, devido a reagbes
inespecificas;

e Parceria com a Universidade Federal de Goias, para a colaboracdo no
desenvolvimento de um teste rapido para caninos utilizando a LigBrep;

e Elaboracdo de um artigo cientifico para apresentar os resultados obtidos nesse
trabalho.



9. ANEXOS

Anexo A. Tabela com resultados do MAT realizado pelo LPDI.
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Tabela 2. Resultados do MAT realizado pelo LPDI.

Soros L1-130 Canicola Hardjobovis Autumnalis

0174 -
273.1
0299 -
0354
0612
0751
0874 ; ; ; ;
0919 - ; - -
1035
1094.1 ; ; ; ;
1220
1564
1698
1894
2057
2222
2277 - ] ; ;
2388 X - -
2414 ; ) X -
2419 ; ; - ;
2468 ) X X -
2468 - - - -
2576 - - - -
2599 - ) X -
2812 ; ; ; -
2820 - ; ; ;
2850 - X - X
2875 X - X E
2881 ; ; ] ;
2894 ; ; - ;
2907 ; ; ; -
2909 - - - -
2913 - ) - X
2043 X - - -
2952.1 - ] X -
2953 - - - -
2953 - - - -
2954 ; ; ; ;
2952.2 - ; - ;
2963 - ) X -
2969 - X X _

X
X
X

X X X 1
' X X X 1
P4 1

X X X

X
X
X



3031
3033
3034
3035.2
3062
3081
3161
3256
3298
3316
3317
3316.1
3337
3338
3378
3426
3436
3465
3471
3487
3496
3528
3575
3579
3599
3638.1
3641
3642
3669
3670
3693
3703
3703
3837
3873
3887.1
3898
3915
3917
3923
3948
3953
3965
3979
3989
3991

XXX XX 1+ XX X

X 1 X

X

XX v X o

X

57
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4013
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X X X

XX X X X 1

58



59

Anexo B

Pedido de Patente:

Polipeptideo LigBNID de Leptospira spp. para uso como imunobiolégico.

Inventores: Neida Lucia Conrad
Alan John Alexander McBride
Flavia Cruz McBride
Odir Dellagostin
Marcelle Silveira
Caroline Amurim Goncalves

Luciana Zanini

Resumo da invencao

“Polipeptideo LigBNID de Leptospira spp. para uso como
imunobiolégico”, refere-se ao isolamento de uma molécula de DNA, originalmente
derivada do gene ligB de L. interrogans, que codifica para o polipeptideo LigBNID,
apresentando massa molecular de aproximadamente 54 kDa, que podera ser usado
para a prevencao da leptospirose como vacina ou componente vacinal, ou como
componente no diagndstico da leptospirose. O polipeptideo recombinante é
fortemente reconhecido pelo soro de pacientes com leptospirose, ou seja, € um
marcador sorologico da infec¢cdo. A vacina baseada na proteina rLigBNID induziu
imunidade protetora (80-100%) e esterilizante contra leptospirose letal em hamsters.
De acordo com a presente invencao o polipeptideo LigBNID, bem como a sequéncia
que a codifica, poderdo ser usados no diagnéstico e prevencgdo de leptospirose em

humanos e animais.
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