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Resumo

TIMM, Gabriana Nathalia Rosa. Identificacdo de novos antigenos para diagnostico
sorolégico de leptospirose canina. 2020. 75f. Dissertacdo (Mestrado) - Programa
de Pds-Graduacdo em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

A leptospirose é uma zoonose negligenciada com distribuicdo mundial. E causada por
bactérias patogénicas do género Leptospira. Este patdogeno adentra no hospedeiro
através de mucosas ou abrasdes na pele, e sua transmissédo pode ocorrer através do
contato direto com animais infectados ou indireto com a agua ou solos contaminados.
A Unica vacina disponivel comercialmente consiste em bactérias inativadas, possui
diversas limitacbes e é de uso majoritariamente veterinario. Caes sdo potenciais
disseminadores do patégeno em ambientes urbanos, oferecendo risco aos seres
humanos. A leptospirose canina pode se manifestar com febre, calafrios, uveite,
lesBes renais e hepaticas, dentre outros sinais. O diagnostico laboratorial apresenta
dificuldades, pois os métodos disponiveis atualmente ndo séo rapidos e faceis de
serem aplicados em uma situacdo endémica. Estes métodos sao fastidiosos, de alto
custo e, muitas vezes, de baixa sensibilidade. Com isso, o real peso da leptospirose
no mundo é preocupantemente subestimado. Em vista dos argumentos apresentados,
é de extrema importancia o desenvolvimento de um teste diagnéstico sensivel e
especifico, de facil e rapida execucdo e capaz de detectar a doenca em sua fase
inicial. Proteinas de membrana externa sdo amplamente estudadas nos ramos de
vacinologia e diagndstico. Neste trabalho, oito novas proteinas recombinantes
identificadas por bioinformatica foram produzidas e avaliadas como potenciais alvos
no desenvolvimento de um teste de ELISA indireto utilizando soros caninos. A proteina
OmpL125, no ELISA-IgM, apresentou 90,9% de sensibilidade e 78,2% de
especificidade; e, no ELISA-IgG, apresentou 81,8% de sensibilidade e 73,9% de
especificidade, sendo os melhores resultados entre as proteinas testadas. Estes
valores nao séo satisfatérios para um novo método diagndstico comercial. Tendo em
vista 0s aspectos observados, esses testes soroldgicos ndo se mostram promissores
e reproduziveis para diagnostico de leptospirose.

Palavras-chave: Leptospirose, proteina recombinante, diagnéstico, ELISA, sorologia.
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Abstract

TIMM, Gabriana Nathdlia Rosa. Identification of new antigens for serological
diagnosis of canine leptospirosis. 2020. 75f. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de
Pés-Graduacdo em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Leptospirosis is a neglected zoonosis with a worldwide distribution. It is caused by
pathogenic bacteria belonging to the genus Leptospira. This pathogen enters the host
through the mucous membranes or skin abrasions and can be transmitted by direct
contact with infected animals or indirect contact with contaminated water and soil. The
only commercially available vaccines are based on inactivated bacteria, they have
several limitations and are mainly for veterinary use. Dogs are potential disseminators
of the pathogen in urban environments, representing a risk to human beings. Canine
leptospirosis can manifest as fever, chills, uveitis, kidney and liver damage, among
other signs. Laboratory diagnosis is limited; the available methods take time and are
not easily applied in an endemic setting. In addition, diagnosis tends to be laborious,
expensive and often has poor sensitivity. Thus, the true global burden of leptospirosis
is worryingly underestimated. Therefore, it is extremely important to develop a
diagnostic assay that is sensitive, specific, easy and quick to perform and that is able
to detect the disease in its early phase. Outer membrane proteins are widely studied
in the fields of vaccinology and diagnosis. In this work, eight novel recombinant
proteins identified by bioinformatics were produced and evaluated as potential targets
for the development of an indirect ELISA using canine sera. Amongst them, OmpL125
protein, in an ELISA-IgM, presented 90,9% sensitivity and 78,2% specificity; and in an
ELISA-IgG presented 81,8% sensitivity and 73,9% specificity, with these being the best
results among the analyzed proteins. These results are not suitable for a new
commercial diagnostic method. These serological tests are neither satisfactory nor
reproducible for the diagnosis of canine leptospirosis.

Keywords: Leptospirosis, recombinant protein, diagnosis, ELISA, serology.
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1 INTRODUCAO GERAL

A leptospirose € uma doenca negligenciada e a zoonose mais difundida
mundialmente. E uma doenca sistémica caracterizada por febre, insuficiéncia renal e
hepatica, manifestacfes pulmonares e problemas reprodutivos afetando, também, a
producdo animal (Adler and de la Pena Moctezuma, 2010). E causada por bactérias
espiroquetas patogénicas do género Leptospira. S&o microrganismos finos,
helicoidais e méveis. Sdo didermes, que possuem um envelope celular similar ao de
bactérias Gram negativas, no qual a membrana interna e a camada de peptidoglicano
sdo associadas e sobrepostas por uma membrana externa que contém proteinas
expostas na superficie e lipopolissacarideos (LPS) (Haake and Matsunaga, 2010, Ko
et al., 2009).

A infeccdo em humanos ocorre através de contato direto com a urina de
animais infectados ou indireto, por agua ou solo contaminados (Mwachui et al., 2015,
Picardeau, 2017). Leptospiras patogénicas colonizam os tubulos renais de
hospedeiros reservatorios e sdo excretadas na urina para o ambiente externo, onde
podem sobreviver em agua por varios meses (Andre-Fontaine et al., 2015, Trueba et
al., 2004). A profilaxia é dificil devido a multiplos fatores, incluindo o alto nimero de
hospedeiros assintomaticos que transmitem a bactéria, saneamento basico precario,

enchentes, favelas e a falta de uma vacina efetiva (Grassmann et al., 2017b).

O diagnoéstico é necessario tanto para confirmacdo da doenca, como para
estabelecimento da situagcdo da zoonose em rebanhos e obtencdo de dados
epidemioldgicos (Adler, 2015a). No entanto, o diagndstico clinico da leptospirose é
dificil, devido a sua similaridade com outras doencas hemorragicas (Haake and Levett,
2015). Por causa da falta de um diagnostico eficiente, o niumero de casos de
leptospirose deve ser muito maior que o documentado. Levando em conta a potencial
severidade da doenca e a dificuldade de distingui-la de outras enfermidades, €&
necessario ser desenvolvido e adotado um diagndstico laboratorial mais preciso e
rapido, especialmente para evitar o uso desnecessario de antibioticos (Levett, 2003)

e evitar a disseminacéo da bactéria.

Os diagnésticos laboratoriais sédo divididos em dois grupos: o primeiro
consiste em testes para a demonstracao de leptospiras, como visualizacéo direta dos

organismos por microscopia de campo escuro, cultivo, métodos de deteccao de acido
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desoxirribonucleico (DNA) e coloracdo. O segundo contém os testes de deteccéo de
anticorpos. A escolha do teste a ser feito depende do propdsito e dos recursos
disponiveis (Adler, 2015a). Os métodos de deteccdo de anticorpos sdo 0s mais
utilizados e consistem em analises soroldgicas. O teste de aglutinacdo microscopica
(MAT) € o teste sorologico padrdo e possui a vantagem de permitir a diferenciacao de
sorogrupos (Pinto et al., 2017). Porém, para essa analise sdo necesséarias duas
amostras do mesmo individuo, coletadas em periodos diferentes, além da
necessidade de execucdo por um profissional capacitado, pois a sua interpretacéo
pode ser subjetiva; e sua sensibilidade depende do estagio da infeccdo no individuo
(Adler and de la Pena Moctezuma, 2010, Adler, 2015a). O ensaio de imunoabsor¢ao
enzimatica (ELISA) baseia-se na utilizacdo de um antigeno, podendo ser de célula
inteira ou determinadas moléculas, com a finalidade de detectar imunoglobulinas M
ou G (IgM ou IgG) em amostras biolégicas (McBride et al., 2007). Entretanto, ambos
0s testes possuem limitagdes e ndo suprem todos os critérios de um teste ideal (Goris
et al., 2013).

Um teste de diagnéstico ideal € aquele capaz de discriminar a leptospirose
entre uma ampla gama de doencgas febris e manifestagdes clinicas semelhantes, ser
de facil execucdao, alta sensibilidade e especificidade, apresentar resultado rapido e
ser viavel financeiramente (Dey et al., 2007, Picardeau et al., 2014, Niloofa et al.,
2015).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Leptospirose

A leptospirose é a zoonose com maior morbidade e mortalidade distribuida
mundialmente (Kumar et al., 2019). Estima-se que anualmente ocorram mais de um
milhdo de casos e aproximadamente 60.000 mortes em ambito global (Costa et al.,
2015). Esta presente principalmente em paises tropicais subdesenvolvidos e regides
rurais (Bharti et al., 2003). A doenca, considerada bifasica, inicia com uma fase aguda
que, na maioria dos casos, se resolve sem intervencdo médica. E, potencialmente,
seguida por colonizacdo cronica dos rins pelas bactérias, dependendo da viruléncia
da cepa infectante, da severidade da fase aguda, e da resposta imune do hospedeiro
(Vernel-Pauillac and Werts, 2018). Esta zoonose pode afetar a maioria dos mamiferos
(Bharti et al., 2003). Alguns roedores, como 0s ratos, sdo considerados resistentes.
Estes sdo, entdo, chamados de reservatérios e sao os principais disseminadores de
leptospiras e seus transmissores diretos, ou indiretos, devido ao fato de que as
carregam cronicamente nos rins e as excretam no ambiente (Ratet et al., 2014).
Humanos séo considerados hospedeiros acidentais e ndo possuem papel importante
na transmissdo da doenca (Bharti et al.,, 2003, Ghazaei, 2018). Leptospira spp.
penetram o hospedeiro através de mucosas ou abrasdes na pele. A infec¢do ocorre
através da forma indireta, por contato com solo ou agua contaminados, ou direta, por

contato com urina de animais infectados (Thibeaux et al., 2018).

Inicialmente, a ocorréncia da leptospirose estava relacionada a atividades
ocupacionais como em trabalhadores de minas, frigorificos e rede de esgoto,
agricultores e veterinarios. Em paises em desenvolvimento, estad relacionada a
pobreza e ao saneamento basico precario, o que aumenta a populacao de roedores,
constantes enchentes, e dificuldade de acesso a servicos de saude publica. Em
paises desenvolvidos, esta associada principalmente a atividades como esportes
aguaticos e turismo (Bharti et al., 2003, Ghazaei, 2018, Grassmann et al., 2017b). As
taxas de incidéncia da doenca séao subestimadas, devido a falta de conhecimento da
populacao e a dificuldade de acesso e inexisténcia de testes diagndsticos rapidos e
eficientes (Bharti et al., 2003). Por causa da falta de diagnéstico e formas de
prevencao eficazes, se torna ainda mais dificil o controle e o seu correto tratamento
(Kumar et al., 2019).
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2.2 Agente etioldgico

Espécies patogénicas do género Leptospira foram descritas ha mais de 100
anos como o agente causador da leptospirose (Inada et al., 1916). Pertencem ao filo
Spirochaetes e sédo bactérias espiraladas, longas, finas e moveis (Picardeau, 2017).
Possuem aproximadamente 0,1 um de didmetro, e um comprimento que varia de 6 —
20 um (Canale-Parola, 1978). S&o bactérias didermes, com um envelope semelhante
ao de bactérias Gram negativas (Picardeau, 2017). Sua estrutura é composta por duas
membranas, uma interna e uma externa, e uma camada de peptidoglicano (Picardeau,
2017). Na membrana externa esta presente o LPS, o antigeno imunodominante de
leptospiras (Felix et al., 2019), e abundantes proteinas expostas na superficie (OMPS)
(Picardeau, 2017, Haake and Matsunaga, 2010). Espiroquetas sao altamente méveis,
devido a presenca de dois flagelos (Goldstein and Charon, 1988). Estes séo
localizados no espaco periplasmético, ancorados ha membrana interna e se estendem
em direcdo ao centro da célula (Bharti et al., 2003). A proteina mais abundante nos
flagelos de Leptospira spp. € a Flagellar-coiling protein A (FcpA), que confere a ela
seu formato espiralado e estd conservada entre diferentes espécies da bactéria
(Wunder et al., 2016).

O género Leptospira é dividido em mais de 60 espécies, que sao subdivididas
em mais de 350 sorovares (Picardeau, 2017, Karpagam and Ganesh, 2020), sendo
estas patogénicas, intermediarias ou saprofitas. As intermediarias possuem um
ancestral em comum com as patogénicas e possuem patogenicidade moderada em
animais e humanos, e as sapréfitas sdo de vida livre, isoladas do ambiente, e ndo
causam doenca (Vincent et al., 2019). O material genético das leptospiras consiste de
dois cromossomos circulares (Bharti et al., 2003). Genomas de diferentes sorovares,
incluindo diferentes espécies, ja foram sequenciados e contribuem para melhor
entendimento da evolugédo e da diversidade do género Leptospira, além de serem
Uteis para pesquisas com vacinologia reversa e estrutural (Picardeau, 2017,

Grassmann et al., 2017b).

Leptospiras sado observadas por microscopia de campo escuro (Adler, 2015a).
Séao cultivadas, principalmente, em meio Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris
(EMJH), com temperatura de crescimento 6tima entre 28 — 30 °C (Bharti et al., 2003,
Ellinghausen and McCullough, 1965).
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2.2.1 A membrana externa de Leptospira spp.

A membrana externa é a principal estrutura de leptospiras que interage com
o ambiente externo. As lipoproteinas sdo importantes componentes desta, e estédo
intimamente associadas a sua bicamada lipidica, porém, muitas ainda continuam sem
a sua funcdo conhecida (Haake and Zuckert, 2015). Dentre as proteinas de superficie
de leptospiras mais estudadas, estédo as leptospiral immunoglobulin-like (Lig), como a
LigA, LigB (que esta presente em todas as espécies patogénicas de Leptospira) e
LigC, as quais podem estar envolvidas na adesdo da bactéria a componentes
extracelulares, atuam na inibicAo do sistema complemento, e estdo presentes
somente em espécies patogénicas (Picardeau, 2017, Grassmann et al.,, 2017b,
Matsunaga et al., 2003). A LipL32 é outro foco importante relacionado a pesquisas em
leptospirose. E a proteina imunodominante, possuindo 38.000 copias por célula
(Malmstrom et al., 2009). Existe uma discordancia em relacdo a sua exata posicdo na
membrana celular, porém, a maioria dos relatos indicam sua localizacdo como na
subsuperficie (face interna da membrana externa) (Pinne and Haake, 2013). Esta
lipoproteina é um enigma na biologia de leptospiras (Murray, 2013) pois, mesmo com
sua abundante quantidade na célula, sua presenca ndo é essencial para a viruléncia
(Murray et al., 2009), sua exata funcdo ainda ndo é conhecida, e seu nocaute ndo

causa perda de viabilidade para a bactéria (Grassmann et al., 2017b).

Proteinas transmembrana sdo de grande interesse em pesquisas de
vacinologia e diagnéstico pois possuem porcdes expostas na superficie, as quais sdo
importantes alvos para a geracdo de uma resposta imune protetora (Haake and
Zuckert, 2015). Muitas dessas proteinas sao barril-8, que sdo como cilindros e agem
como receptores e poros para transporte de moléculas (Haake and Zuckert, 2015,
Pinne and Haake, 2009). HbpA, FadL, GspD, FecA, OmpL1, BamA, TolC e OmpA séo
alguns exemplos de proteinas transmembrana (Haake and Zuckert, 2015, Haake and
Matsunaga, 2010).

Diferente de outras espiroquetas, a membrana externa de leptospiras € rica
em LPS (Cullen et al., 2005). Sua estrutura € semelhante a de bactérias Gram
negativas, mas com diversas caracteristicas Unicas, que possibilitam diferentes
composi¢cdes (Haake and Zuckert, 2015). Esta grande variacdo da estrutura e

composicdo do LPS, principalmente do lipideo A, e as diferentes reatividades
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imunologicas que estes geram resultam nos mais de 350 sorovares de Leptospira spp.
conhecidos atualmente (Haake and Zuckert, 2015, Picardeau, 2017, Karpagam and
Ganesh, 2020).

2.3 Prevencao e controle

Estima-se que a leptospirose cause uma infec¢cdo severa em mais de um
milhdo de pessoas ao redor do mundo anualmente (Costa et al., 2015), o que poderia
ser combatido por uma imunizacao efetiva (Grassmann et al., 2017b). Entretanto,
apesar dessa tedrica possibilidade, desde o descobrimento da bacterina ha mais de
100 anos nenhum avanco significativo em relacdo a vacinologia contra leptospirose
foi feito (Grassmann et al., 2017b, Adler, 2015b). Vacinas de bacterina ainda sao as
Unicas disponiveis comercialmente para uso veterinario, em geral, ou uso em
humanos em situacdes especiais em alguns paises (Adler, 2015a). Sua protecao esta
limitada aos sorovares presentes em sua formulacdo, e ndo gera imunidade de
memoria, resultando em protecdo apenas a curto prazo (Vernel-Pauillac and Werts,
2018). Sua producdo é de alto custo e complicada repetibilidade (Bashiru and
Bahaman, 2018). A grande diversidade genética dentro do género Leptospira € um
impedimento para o desenvolvimento de uma vacina capaz de gerar prote¢ao cruzada

entre diferentes espécies ou sorovares (Grassmann et al., 2017b).

Formas atenuadas de Leptospira spp. mostraram induzir protecado cruzada
entre diferentes sorovares (Murray et al., 2010). Entretanto, o uso de leptospiras vivas,
mesmo atenuadas, sao consideradas menos seguras, ndo sendo a abordagem ideal
para prevencao da doenca (Vernel-Pauillac and Werts, 2018, Felix et al., 2019). Para
contornar os problemas da bacterina, os estudos atuais tém se focado em vacinas
recombinantes (principalmente empregando proteinas de superficie), as quais se
mostram mais promissoras e seguras do que a de cepas inativadas ou atenuadas
(Bashiru and Bahaman, 2018, Vernel-Pauillac and Werts, 2018). Entre as mais
estudadas, estéo as proteinas leptospiral immunoglobulin-like (Lig), como LigA e LigB,
que apresentam alta taxa de protecdo e resultados reproduziveis (Adler, 2015b).
Recentemente, foi descrita uma formulagéo vacinal utilizando uma regido conservada
da LigB, chamada de LigBrep, que gerou entre 80 — 90% de protecdo no modelo
animal usado, e conferiu imunidade esterilizante (Conrad et al., 2017).
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A vacinologia reversa (VR) €& uma analise que, por ferramentas de
bioinformatica, pode predizer a localizacdo de todas as proteinas codificadas no
genoma e, assim, descobrir novos potenciais alvos vacinais (Rappuoli, 2000). A
vacinologia estrutural (VE) é uma combinacdo de biologia estrutural, imunologia e
bioinformatica que visa identificar alvo vacinais através das informacdes das
estruturas dos antigenos (Grassmann et al.,, 2017a). Os alvos buscados sédo
geralmente proteinas expostas na superficie da célula, como barris-$ e lipoproteinas,
as quais sado reconhecidas pela resposta imune do hospedeiro e atuam na
patogénese, 0 que, em teoria, pode aumentar a eficacia da vacina (Grassmann et al.,
2017a).

Atualmente ainda n&o existe uma vacina que confira uma protecao cruzada e
impeca a colonizacao renal e consequente disseminacéo da bactéria (Vernel-Pauillac
and Werts, 2018). Com isso, a profilaxia da leptospirose depende de mudancas na
infraestrutura das cidades como, principalmente, a melhoria do saneamento basico.
Como os paises mais afetados sdo subdesenvolvidos, existe uma maior dificuldade

de contornar e resolver esse problema (Bharti et al., 2003).
2.4 Patogénese e fatores de viruléncia

A gravidade da doenca depende tanto do patégeno quanto do hospedeiro. Os
patdgenos expressam e utilizam diferentes fatores de viruléncia para, com sucesso,
infectar o individuo e causar a patogénese (Picardeau, 2017). A invasao,
disseminagcdo e colonizagdo pelo microrganismo sao mediadas pela expressao

diferencial de diversos fatores de viruléncia (Vk et al., 2018).

As bactérias penetram o hospedeiro através de abrasdes na pele ou por
membranas mucosas apos contato com agua, solo ou urina contaminados (Picardeau,
2017). Proteinas de superficie e LPS sao os principais fatores de viruléncia que
interagem com tecidos dos hospedeiro (Rossini et al., 2019). O conhecimento sobre a
patogénese da leptospirose ainda € limitado (Bharti et al., 2003). Entretanto, imagina-
se que a aderéncia aos tecidos do hospedeiro seja um fator importante para
estabelecer o inicio da infeccao (Rossini et al., 2019). As proteinas responsaveis por
isso sdo chamadas de adesinas e podem se aderir a diferentes células ou seus
componentes como a matriz extracelular, plasminogénio, fibrinogénio, dentre outros.

Depois de ser feita a adesao, € desencadeada uma atividade proteolitica para que a
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bactéria possa ultrapassar as barreiras fisicas iniciais do individuo (Rossini et al.,
2019). Estudos ja demonstraram que as leptospiras produzem moléculas toxicas que
afetam a integridade da membrana celular do hospedeiro (Karpagam and Ganesh,
2020). Apos penetrarem o individuo, as leptospiras se disseminam rapidamente pela
corrente sanguinea (Picardeau, 2017) e, com isso, alcangam os 6rgaos de interesse,
principalmente os rins. Elas se aderem aos tubulos renais, o qual € um ambiente
imunoprivilegiado e 6timo para se multiplicarem e se propagarem, ja que serao

eliminadas com a urina para o ambiente (Haake and Matsunaga, 2010).

Com isso, a motilidade é um importante fator de viruléncia, pois possui papel
essencial na infeccdo e disseminacdo pelo organismo do hospedeiro (Bharti et al.,
2003). A estrutura flagelar de leptospiras € complexa e é dividida em trés
subestruturas: um corpo basal, um gancho flexivel e um filamento (Picardeau, 2017).
As proteinas que constituem o flagelo sdo conservadas entre Leptospira spp. (Fouts
et al., 2016). A FcpA € a proteina flagelar mais importante e abundante e esta
diretamente relacionada ao formato espiral da bactéria e a sua capacidade de

locomocéo e consequente infecgdo (Wunder et al., 2016).

Tanto na doenca aguda como na crdnica, as leptospiras sdo capazes de
evadir o sistema imune (Vernel-Pauillac and Werts, 2018). Leptospiras patogénicas
podem induzir apoptose em macrofagos (Toma et al., 2011) e resistir a espécies
reativas de oxigénio produzidas pelos fagdcitos (Picardeau, 2017). Podem, também,
recrutar reguladores do sistema complemento para prevenir sua formacao e ativacao
(Fraga et al., 2011) e secretar proteases que degradam componentes desse sistema
(Fraga et al., 2014). Espécies patogénicas de Leptospira sdo, entdo, capazes de
manipular o sistema complemento interferindo, assim, na resposta imune inata do

hospedeiro (Picardeau, 2017).
2.5 Respostado hospedeiro

A defesa inicial do hospedeiro é feita por barreiras como a pele, muco e saliva
(Asoh et al., 2014). Experimentos mostraram que a fagocitose de leptospiras sO é
efetiva quando a bactéria for opsonizada por um anticorpo IgG especifico. Estas
imunoglobulinas podem, também, causar a aglutinacdo dos patégenos e ativar a via
classica do sistema complemento (Fraga et al., 2011). O sistema imune do hospedeiro

e ativado pelos receptores de reconhecimento de padrées (PRRs) que reconhecem
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padrbes moleculares associados a patdogenos (PAMPs), como LPS, lipoproteinas,
peptidoglicano e proteinas flagelares (Zuerner, 2015). Durante a infeccédo, o LPS
possui papel importante para ativar a resposta imune inata, sendo reconhecido por
Toll-like receptors tipo 2 e 4 (TLR2 e 4), resultando em uma resposta proé-inflamatéria
dependente de citocinas e quimiocinas (Bashiru and Bahaman, 2018, Fraga et al.,
2011). O sistema imune humano é incapaz de detectar o LPS de leptospiras por meio
do TLR4, o qual € um importante componente para o reconhecimento do LPS de
bactérias Gram negativas. Ao invés disso, o LPS dessas bactérias requer CD4 e TLR2
para gerar a sinalizacao celular necessaria na resposta imunolégica (Werts et al.,
2001). Esta incapacidade do TLR4 humano em reconhecer o LPS de leptospiras pode
ser um dos motivos de os seres humanos serem hospedeiros acidentais, nos quais a

doenca pode ser grave e até letal (Haake and Zuckert, 2015).
2.6 Sinais e sintomas

O periodo de incubacéo para a leptospirose é tipicamente de sete a 14 dias,
porém, os sintomas podem se desenvolver a partir do segundo dia ou, até mesmo, a
partir de um més de exposi¢cdo (Waggoner and Pinsky, 2016). Em humanos, a
infeccdo pode se manifestar de diversas formas, que variam na gravidade. Os
sintomas podem se assemelhar a gripe, apresentando febre e dor de cabeca, bem
como calafrios, enjoo, dor muscular intensa, ictericia, meningite, faléncia renal,
hemorragia pulmonar e até causar a morte do individuo caso néo seja tratada a tempo
(Werts et al., 2001, Ghazaei, 2018). Em cées, a leptospirose pode, também, se
manifestar de forma ndo especifica, dependendo da gravidade, com sinais de
vasculite, lesdes nos rins e figado, hemorragia pulmonar, febre, calafrios, ictericia,
problemas reprodutivos, diarreia sanguinolenta, vémitos, letargia, uveite e miosite
(Reagan and Sykes, 2019, Murphy, 2018).

Tipicamente a doenca se apresenta de forma aguda com febre, 0 que a torna,
nesse aspecto, indistinguivel de outras doencas febris que também sdo comuns em
ambientes tropicais como dengue, malaria, febre amarela, influenza e Zika (Waggoner
and Pinsky, 2016). Devido a esta semelhancga clinica com outras enfermidades, o real

fardo da leptospirose € subestimado mundialmente (Kumar et al., 2019).
2.7 Diagnéstico

2.7.1 Cultura da bactéria
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O cultivo de Leptospira spp. requer um meio de cultura proprio, o EMJH. Seu
isolamento pode ser feito através de fluidos ou de tecidos, como sangue, urina e rins,
inoculando-os no devido meio para cada caso (Adler, 2015a). A contaminacdo de
culturas provenientes de isolamento € bastante frequente. Para controla-la, adiciona-
se um coquetel de antibidticos ao meio, como 5-fluorouracil, sulfato de neomicina,
rifampicina e vancomicina (Ellis and Michno, 1976). As culturas sdo mantidas a 28 —
30 °C e avaliadas periodicamente por varias semanas para sua manutencao, atraves

de sua visualizacao por microscopia de campo escuro (Adler, 2015a).

Este método possui uma série de desvantagens como baixa sensibilidade,
longo tempo de cultura, manutencéo fastidiosa, alto custo, e a necessidade de um
profissional altamente capacitado para manté-la viavel e em oOtimas condicbes
(Smythe et al., 2009, Wuthiekanun et al., 2007).

2.7.2 Teste de aglutinacdo microscopica (MAT)

O MAT é o método soroldgico mais utilizado para diagnéstico da leptospirose
e, principalmente, para diferenciacdo de sorogrupos em dados epidemiolégicos
(Levett, 2003, Bharti et al., 2003). Para sua realizacao sao necessarias duas amostras
de soro do mesmo paciente em diferentes estagios da doenca. Essas amostras sdo
incubadas com uma bateria de culturas de diferentes sorogrupos de Leptospira spp.,
0S quais possuem importancia naquela determinada regido (Vernel-Pauillac and
Werts, 2018). A andlise dos resultados é feita por visualizagdo em microscopia de
campo escuro, onde um profissional ird avaliar o grau de aglutinagdo que ocorreu no
teste, e qual o titulo de anticorpos. Por ser um teste de demorada execucao, ndo
possibilita um diagnéstico precoce da doenca e, com isso, atrasa 0 inicio do

tratamento, diminuindo as chances de um prognéstico favoravel (Murphy, 2018).

Neste teste, € comum ocorrer reacbes cruzadas, ndo sendo ideal para a
diferenciacao de sorovares (Smythe et al., 2009, Levett, 2003), e a interpretacéo dos
resultados, por ser muito subjetiva, varia bastante entre diferentes laboratérios (Bharti
et al., 2003). Além disso, o0 MAT também pode resultar em falso-negativos na fase
inicial da doenca (Niloofa et al., 2015). Resultados positivos podem refletir uma
vacinagao prévia (Murphy, 2018). Para estes casos, € necessario ser aplicado um
teste mais sensivel, como a PCR (Vernel-Pauillac and Werts, 2018, Wilson et al.,
2015).



308
309

310
311
312
313
314
315
316
317
318

319
320
321
322
323
324
325
326
327
328
329
330

331
332
333
334
335
336
337
338

11

2.7.3 Ensaio de imunoabsorcao enzimética (Enzyme-linked
immunosorbent assay — ELISA)

O ELISA é um teste sorologico que se baseia nas ligagdes antigeno-anticorpo,
capaz de quantificar as moléculas presentes na amostra através de uma reacao
enzimatica colorimétrica. O ELISA indireto € uma de suas variacdes e permite detectar
e medir a concentracdo de anticorpos IgG ou IgM contidos no soro do paciente (Aydin,
2015) e, comisso, pode ser aplicado para o diagndstico da leptospirose aguda (Niloofa
et al., 2015). Anticorpos IgM podem ser detectados a partir do quarto ou quinto dia
apos o inicio dos sintomas, antes do aparecimento de IgG, e permanecer circulantes
por pelo menos cinco meses nos individuos (Silva et al., 1995). ELISA-IgM pode ser

superior ao MAT para detectar a doenca na sua fase inicial (Niloofa et al., 2015).

Alguns estudos ja mostraram que o ELISA-IgM possui alta sensibilidade e
especificidade para diagnéstico de leptospirose humana (Desakorn et al.,, 2012,
Ooteman et al., 2006). Foram relatados, também, diversos protocolos de ELISA com
diferentes antigenos para diagndstico de leptospirose canina, como: proteinas totais
extraidas da membrana externa (91.5% de sensibilidade e 58.1% de especificidade)
(Sathiyamoorthy et al., 2017); L. fainei, uma espécie intermediaria, que detectou a
leptospirose aguda (95.6% de sensibilidade e 93% de especificidade) (Penna et al.,
2017); e proteinas recombinantes como LipL32 (97% de sensibilidade e
especificidade) (Dey et al., 2004) e OmpL1 (100% de sensibilidade e 94.2% de
especificidade) (Subathra et al., 2013). Porém, mesmo com o grande numero de
protocolos diferentes desenvolvidos, estes, muitas vezes, ndo sao reproduziveis
(Desakorn et al., 2012).

O ELISA-IgM foi recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
como o teste a ser utilizado para diagnostico de leptospirose em lugares com limitagéo
de recursos, mesmo com sua acuracia sendo variavel (Desakorn et al., 2012). Testes
de ELISA se tornam viaveis como analises confirmatdrias, especialmente em areas
endémicas e que possuem laboratdrios com disponibilidade limitada de outros testes,
como o MAT ou PCR (Rosa et al., 2017, Niloofa et al., 2015). ELISAs podem ser
executados com o minimo de treinamento e equipamentos limitados e gerar

resultados em duas a quatro horas (Rosa et al., 2017). Possui aplicacao facil e rapida,
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pode detectar anticorpos IgM e 1gG, e é mais sensivel que o MAT (Mousavi et al.,
2017).

2.7.4 Testes rapidos

Testes de cromatografia de fluxo lateral (LFA) sédo facilmente executados, sem
a necessidade de um profissional altamente treinado e equipamentos laboratoriais, e
apresenta rapido resultado (Lizer et al., 2017). Nos dultimos anos, tém sido
desenvolvidos testes rapidos para a detec¢do de anticorpos IgM e/ou IgG contra
leptospiras tanto para amostras humanas quanto caninas (Lizer et al., 2017,
Lilenbaum et al., 2002, Abdoel et al., 2011, Subathra et al., 2011, Gloor et al., 2017),
como um LFA-IgM (WITNESS Lepto, Zoetis), que foi capaz de detectar a doenca na
sua fase inicial em cdes (Kodjo et al., 2016); e uma plataforma de via dupla (Dual path
platform — DPP — Chembio Diagnostic Systems) que utilizou Ligs como antigenos e
que apresentou 93% de sensibilidade e 80% de especificidade utilizando sangue
humano (Nabity et al., 2018).

Embora estes testes ainda ndo tenham substituido o uso do MAT, eles séo
rapidos, convenientes e faceis de serem executados. Com isso, oferecem a vantagem
de gerar resultados antes da disponibilidade de uso de MAT e gPCR (Panwala et al.,
2015) e podem detectar a doenca quando o resultado do MAT for negativo (Troia et
al., 2018).

2.7.5 Western Blot

A técnica de Western blot detecta a presenca e a ligacdo de anticorpos aos
seus antigenos e pode ser usada em combinacdo com outros testes, a fim de
confirmar o caso da doenca (Toma et al., 2018). Como antigeno, podem ser usadas
proteinas, como LipL32 e HbpA, ou lisados da propria bactéria (Chaurasia et al.,
2018).

2.7.6 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

O diagnéstico por PCR pode ser realizado utilizando diversas amostras
(sangue, urina, tecidos, humor aquoso, liquido cefalorraquidiano) preferencialmente
antes do inicio do uso de antibidticos, e a vacinacao prévia ndo interfere no resultado
(Murphy, 2018, Mousavi et al., 2017, Waggoner and Pinsky, 2016). Métodos de PCR

séo eficazes para detectar a doenga no seu estagio inicial, antes do desenvolvimento
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de uma resposta humoral contra a infec¢do, diferenciar entre espécies e amplificar o
alvo quando ha pouca quantidade de DNA disponivel (Miotto et al., 2018, Mousavi et
al., 2017, Reagan and Sykes, 2019).

Diferentes protocolos de PCR ja foram desenvolvidos para detec¢cdo do DNA
de leptospiras. Dentre os alvos mais comumente utilizados para amplificagdo estao os
genes codificantes para o rRNA 16S, LipL21, LipL32 e LipL41 (Mousavi et al., 2017).
Uma variacao bastante aplicada deste método é o PCR em tempo real quantitativo
(gPCR), o qual é sensivel, capaz de diferenciar entre espécies patogénicas e nado
patogénicas e habil para medir a carga bacteriana da amostra, as quais podem ser
clinicas ou ambientais. Para isso, alguns dos genes-alvo séo: secY, LipL32 ou Ligs
(Bharti et al., 2003, Mousavi et al., 2017).

Embora a PCR seja um método util para diagnéstico de leptospirose aguda,
requer profissionais capacitados, ndo difere entre organismos vivos e mortos e
raramente esta disponivel em areas remotas e paises subdesenvolvidos (Lizer et al.,
2017, Mousavi et al., 2017). Além disso, substancias inibitorias presentes nos fluidos
biolégicos e uma baixa carga bacteriana podem impedir a amplificacéo, gerando falso-

negativos (Lantz et al., 2000).
2.7.7 Amplificacdo isotérmica mediada por alga (LAMP)

A amplificacéo isotérmica mediada por alca (LAMP) consiste em um método
de rapida amplificacdo do DNA. Sua principal vantagem é a possibilidade de amplificar
o DNA em condi¢Bes isotérmicas com alta especificidade, eficiéncia e velocidade,
sendo necessaria pouca infraestrutura laboratorial (Waggoner and Pinsky, 2016). Um
estudo descreveu um protocolo de LAMP que amplifica genes do ribossomo 16S de
leptospiras, o qual apresentou 100% de sensibilidade e especificidade analitica
(Sonthayanon et al., 2011). Ensaios direcionados aos genes lipL32 e lipL41 também
se mostraram promissores (Chen et al., 2015, Nurul Najian et al., 2016). Entretanto, a
experiéncia clinica utilizando os métodos de LAMP desenvolvidos ainda € limitada
(Waggoner and Pinsky, 2016).

2.8 Tratamento

A leptospirose é eficientemente combatida por antibiéticos, desde que sejam
usados nafase inicial da doenca (Ratet et al., 2014). Os tratamentos mais comumente
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utilizados sdo penicilina, na fase aguda, e estreptomicina, quando ja houver
colonizagéo renal (Martins and Lilenbaum, 2017). Em cé&es, recomenda-se o0 uso de
doxiciclina e penicilina (quando ha sinais gastrintestinais) (Murphy, 2018). Em alguns
casos, se aplica o uso profilatico de antibioticos para a prevencdo da doenca em
soldados, atletas e viajantes (Vernel-Pauillac and Werts, 2018). Como abordagem
adicional, faz-se o uso de fluidos intravenosos e tratamento dos sintomas (Murphy,
2018).

2.9 Relagao entre cédes e humanos

Cées sao potenciais indicadores de areas endémicas para leptospirose e,
embora pouco frequente, a transmisséo desta zoonose de caes para seres humanos
pode ocorrer (White et al., 2017). Diversos estudos mostram o nivel de prevaléncia da
leptospirose em cées, que pode variar desde 1,8% na Austrélia até 71,1% na india
(Lépez et al., 2019). Os principais sorovares infectantes nesses animais sdo Canicola
e Icterohaemorrhagiae, que também pode infectar humanos (Ellis, 2010, Schuller et
al., 2015).

Céaes de ambiente urbano e sexo masculino sdo os mais afetados (Lépez et
al., 2019). Estes podem ser carreadores assintomaticos e, com isso, disseminar
leptospiras pela urina. Como a leptospirose € uma zoonose, donos de cdes sdo um
grupo de risco pela exposicdo a estes animais, podendo estar sujeitos a uma
consequente infeccdo (Murphy, 2015, Lopez et al., 2019). Médicos veterinarios
possuem alto risco de exposicdo ao patdégeno devido ao contato direto com animais
potencialmente infectados, portanto devem manipular apropriadamente os pacientes
(Murphy, 2018).
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3 HIPOTESE E OBJETIVOS
3.1 Hipotese

A hipotese deste trabalho é que construgdes quiméricas contendo apenas
porcdes expostas de proteinas de superficie podem ser alvos mais promissores para

diagndstico do que proteinas recombinantes inteiras.

3.2 Objetivo Geral

Desenvolver um teste de ELISA indireto para identificar novos alvos de

diagndstico contra leptospirose.
3.3 Objetivos Especificos

e Produzir oito proteinas recombinantes, estando, entre estas, uma quimera
com epitopos expostos de duas proteinas e, cinco quimeras com porcdes expostas
de uma proteina cada;

e Desenvolver os testes de ELISA indireto utilizando como antigeno as oito

proteinas recombinantes com um painel de soro canino.
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4 CAPITULOS
4.1 Materiais e Métodos
4.1.1 Selecédo de alvos proteicos por bioinformatica

Previamente a este trabalho, através de vacinologia reversa e estrutural,
NOsso grupo de pesquisa descobriu novos potenciais alvos para vacina e diagnéstico.
Foram identificadas 18 proteinas barril-B transmembrana e oito lipoproteinas, todas
conservadas em 20 diferentes espécies de Leptospira (Grassmann et al., 2017a).
Dentre essas, trés foram utilizadas neste trabalho: CSIP08, CSIP10 e, para
construcéo de uma quimera com a CSIP08, a CSIP06. As outras cinco proteinas aqui
empregadas, OmpL115, OmpL125, OmpL68, OmpL72 e OmpL94, estédo citadas no
material suplementar deste mesmo estudo (Grassmann et al., 2017a). Todas as oito

originalmente possuem estrutura de barril-B transmembrana.
4.1.2 Producdo das proteinas recombinantes

Uma construcdo quimérica contendo as sequéncias genbmicas para as
porcdes expostas das proteinas CSIP08 e CSIP06 (Figura 1 e Tabela 1) foi clonada
comercialmente (sem repetices de aminoacidos, finalizada com stop codon TAA em
um plasmideo pAE 6xHis) e utilizada para transformar Escherichia coli BL21 (DE3)
Star.
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Figura 1. Esquema tridimensional das proteinas. (A) CSIP08; (B) CSIP06. O disco vermelho representa
a membrana externa da bactéria e, o azul, a membrana interna. As por¢ges em verde turquesa indicam

os epitopos escolhidos para serem utilizados na quimera.

Tabela 1. Sequéncia de aminoacidos das porcdes expostas escolhidos para constituirem a quimera.

Proteina Aminoacidos constituidos na quimera

SPMYQMYTGASFQKPDKPNGEKGFLVMRGAGARANQSYPFHADGLTSVGFA

TGAETFLADYKDKRYPFKELSQYNPKETAQSFANPPSDADAARLDRIFYFNEVT

CSIP08
ENGLDMLVLDITKIGYPPSLYKRVQTIQNEYFREVDTGYKGKVSQIDLDPTYNFI
HQQLLNSSDVKSVLEGDSVRTRQIEYYDKSRE
NOQNVNSADNIYNNGNNNQFTHDSYGVNFNLVMPLGSSVVQSNGNTGVQKDG
CSIP10

NGIQTYPGFGNQTVGPG

E. coli BL21 (DES3) Star foi utilizada para transformacgéo com o plasmideo pAE
(6xHis) recombinante contendo as sequéncias codificantes dos epitopos das
proteinas CSIP06 e CSIP08 (quimera), ou com as sequéncias codificantes das
proteinas CSIP08 ou CSIP10 (cedidas por colaboradores). As transformacdes foram
feitas através de choque térmico conforme descrito a seguir: em um tubo foram
adicionados 100 pl de CaClz, uma coldnia isolada de E. coli Star (crescida por 16 h) a
37 °C em placa de Petri contendo meio Luria-Bertani (LB) e agar (LB s6lido) e 1 pl do
plasmideo pAE recombinante de interesse. O tubo foi mantido no gelo por 15 min,
transferido para banho-maria a 42 °C por 1 min, e colocado no gelo por 2 min. Em
seguida, foi adicionado 1 ml de meio LB e incubado a 37 °C sob agitagcdo de 180
rotagBes por minuto (rpm) por 1 h. Apds a incubacéo, o tubo foi centrifugado a 8000 x
g por 2 min, em temperatura ambiente (TA). 1 ml do sobrenadante foi descartado, e o
pellet foi homogeneizado nos 100 pl restantes de meio e adicionado em uma placa de
Petri contendo meio LB solido acrescido de 100 pg/ml de ampicilina.

Em ambiente estéril, apds assepsia, uma algca de Drigalski foi usada para
expandir o cultivo na placa de Petri com movimentos circulares até a secagem total
do liquido. A placa foi incubada por 16 h a 37 °C. ApGs 0 crescimento, uma colénia

isolada deste cultivo transformado foi inoculada em 25 ml de meio LB acrescido de
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100 pg/ml de ampicilina. Este cultivo foi incubado a 37 °C por 16 h sob agitacdo de
180 rpm e, no préximo dia, foi vertido em um frasco erlenmeyer de 2 | contendo 500
ml de LB (100 pg/ml de ampicilina). Tal in6culo foi usado para expressao das proteinas
de interesse, incubado a 37 °C sob agitacédo de 180 rpm até atingir a densidade otica
(DO) de 0,6 — 0,8 sob o comprimento de onda de 600 nm. Neste momento, a
expressdo da proteina foi induzida pela adicdo de 500 ul de isopropil B-D-1-
tiogalactopiranosida (IPTG) 1 M. A expressao continuou por mais 3 — 4 h quando o
cultivo foi, entdo, centrifugado a 8000 x g por 10 min (4 °C) e o pellet resultante foi
mantido a -20 °C até a proxima etapa. O pellet foi ressuspendido em 30 ml de wash
com ureia (20 mM NaH2PO4, 500 mM NacCl, 20 mM imidazol, 8 M ureia, pH 7.4), e foi
realizada a lise das bactérias por sonicacao através do seguinte protocolo: 30 s de
sonicacao, 10 s de pausa (processo repetido por mais 2 vezes). Agitacédo do tubo. 30
s de sonicacao, 10 s de pausa (repetido mais 1 vez), 1 min de sonicacdo. Apos isso,
foi adicionado 30 ul de fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF). O tubo foi centrifugado a
12000 x g por 40 min a 4 °C. O sobrenadante resultante da etapa anterior contendo a
proteina de interesse foi submetido a cromatografia de afinidade ao niquel, utilizando
coluna HisTrap FF de 1 ml (GE Healthcare), no sistema automatizado AKTA Start (GE
Healthcare) para sua purificacdo. As fracdes de proteinas purificadas foram avaliadas
por eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) a
12%. Depois da purificacdo, foi feita a dialise contra tampao fosfato-salino (PBS) (2 1)
e gradiente de ureia (iniciando em 5 M), com seis trocas de 1 |, uma a cada 30 min,
utilizando a membrana SnakeSkin Dialysis Tubing (Thermo Fisher Scientific). Em caso
de precipitacdo da proteina, a mesma foi solubilizada em 0,2% de N-lauroylsarcosina

e foi feita a dialise em PBS com 0,15% inicial de N-lauroylsarcosina.

A quantificagdo das proteinas foi realizada pelo método do acido bicinconinico
(BCA) (Pierce BCA Protein Assay kit, Thermo Fisher Scientific). As proteinas foram,
entdo, analisadas por SDS-PAGE e caracterizadas por Western blot, a partir do
seguinte protocolo: Cada proteina foi diluida em 1:5 no tampao de amostra (SDS com
5% de B-mercaptoetanol 5 x) e foi acrescentada ao poco do gel de poliacrilamida a
12% e a separacdo das amostras foi feita sob tenséo de 100 V. Apés a corrida das
amostras no gel, estas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Bio-
Rad Laboratories) por 3 h ou por 15 — 30 min utilizando Trans-Blot SD Semi-Dry

Transfer Cell (Bio-Rad Laboratories). Esta membrana foi bloqueada por 1 h com
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albumina sérica bovina (BSA) a 1%, diluida em PBS acrescido de 0,05% de Tween
20 (PBS-T), em TA e sob agitacdo. Em seguida, foi incubada por 16 h, a 4 °C, com o
anticorpo policlonal de rato especifico para cada proteina, diluido a 1:1000 em PBS-
T. Depois, foi incubada com anticorpo monoclonal anti-lgG de rato conjugado a
enzima Horseradish peroxidase (HRP) (Jackson Immunoresearch) sob as mesmas
condicdes anteriores. Quando todas a proteinas foram analisadas em conjunto na
mesma reacdao, foi utilizado o anticorpo anti-histidina conjugado a HRP. Entre cada
incubacédo, a membrana foi lavada 3 vezes com PBS-T. A revelacdo da reacao foi feita
por guimiluminescéncia, utilizando Pierce ECL Western Blotting Substrate (Thermo
Fisher Scientific) e posterior leitura com C-DiGit Blot Scanner (LI-COR) e analise pelo
software Image Studio (LI-COR), conforme instrucbes dos fabricantes, e/ou pela
adicao de solucéo reveladora com 3,3'-diaminobenzidina (DAB). As proteinas foram

separadas em aliquotas de 1 ml e mantidas a -20 °C até o uso.

De forma semelhante, posteriormente, foram incluidas e produzidas cinco
proteinas quiméricas com epitopos expostos das proteinas OmpL115, OmpL125,

OmpL68, OmpL72 e OmpL94 (plasmideos cedidos por colaboradores).

4.1.3 Banco de soros caninos

O banco de soros caninos utilizados neste trabalho € composto por soros
positivos e negativos para leptospirose caracterizados previamente pelo Laboratério
de Pesquisa em Doencas Infecciosas (LPDI) através da técnica de MAT. Estes soros
sdo provenientes de projetos de vigilancia ocorridos na cidade de Salvador/Bahia
(BA). Os soros de Salvador foram cedidos pela Fundacao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ-
BA) em colaboragdo com o Hospital Veterinario da Universidade Metropolitana de
Salvador.

Para a padronizacéo do protocolo de ELISA, um pool de 10 soros positivos e
um pool de 10 soros negativos foram utilizados através da configuracdo de

checkerboard. Apos a padronizagdo, cada soro foi analisado individualmente.
4.1.4 Protocolo para ELISA indireto

Placas de poliestireno de 96 pocos de fundo chato NUNC Polysorp (Thermo
Fisher Scientific) foram sensibilizadas por 16 h a 4 °C, com quatro diferentes

concentragdes de antigenos por poco (25, 50, 100 ou 150 ng), diluidos em tampéao
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carbonato-bicarbonato (pH 9.6). Em seguida, para evitar reagfes inespecificas, foi
feito o bloqueio das placas com BSA 1%, diluido em PBS-T, por 1 h a 37 °C. Os soros
foram diluidos a 1:50, 1:100, 1:200, 1:400 e 1:800 em PBS-T e avaliados em
duplicatas, utilizando 50 pl/poco. Depois, foram adicionados 50 pl/poco de anticorpo
anti-IgM (ELISA-IgM) ou anti-lgG (ELISA-IgG) caninos, conjugados & HRP, diluidos
em PBS-T a 1:2000, 1:4000, 1:6000 e 1:10000.

A revelacdo foi executada pela adicdo de tampéao citrato-fosfato (pH 4),
substrato O-fenilenodiamina (OPD) e peréxido de hidrogénio (H202). As placas foram
mantidas em TA ao abrigo da luz por 20 min. As reacdes foram paradas pela adicao
de 25 ul de H2SO4 (2 M) por poco. As formacdes de cor resultantes foram lidas a 492
nm utilizando leitora de placas de ELISA. Entre cada etapa, as placas foram lavadas
trés vezes com PBS-T (200 pl/poco). Para controle positivo das reacoes, foi utilizado
como anticorpo primario o soro policlonal de rato especifico contra a proteina e, como
controle negativo, soro de rato ndo inoculado (diferentes diluicdes). Como anticorpo
secundario para os controles foi utilizado anticorpo monoclonal anti-lgG de rato
conjugado a HRP (Jackson Immunoresearch) (diferentes diluigcdes). Os soros foram
sempre diluidos em PBS-T. Para avaliar o background de cada ensaio, foi montado o
poco “branco”, onde foi adicionado o reagente de cada etapa, exceto o anticorpo
primario, e este valor foi subtraido de cada poco. Para a primeira série de analises por
checkerboards, foi utilizado o esquema de placa descrito na tabela 2 (os resultados

referentes a esta primeira série estdo descritos e discutidos no anexo A)

Tabela 2. Representacdo do esquema das placas da primeira série de checkerboards.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

AlS8 C+> 150 1:50 1:100 1:100 1:200 1:200 1:400 1:400 1:800 1:800
B2 8 C+5 1:50 1:50 1:100 1:100 1:200 1:200 1:400 1:400 1:800 1:800
css8 C-® 1:50 1:50 1:100 1:100 1:200 1:200 1:400 1:400 1:800 1:800

D48 C-® 1:50 1:50 1:100 1:100 1:200 1:200 1:400 1:400 1:800 1:800

EL® 1:50 1:50 1:100 1:100 1:200 1:200 1:400 1:400 1:800 1:800
F2.9 1:50 1:50 1:100 1:100 1:200 1:200 1:400 1:400 1:800 1:800
G3° 1:50 1:50 1:100 1:100 1:200 1:200 1:400 1:400 1:800 1:800

H4 9 1:50 1:50 1:100 1:100 1:200 1:200 1:400 1:400 1:800 1:800 B’
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A cada duas colunas, uma dilui¢cdo diferente do soro primario (em duplicata).

11:2000 do conjugado;

21:3000 do conjugado;

31:4000 do conjugado;

41:6000 do conjugado;

5 Controle positivo

6 Controle negativo

7 “Branco”

8 Foram usados os pools das amostras positivas;
9 Foram usados os pools das amostras negativas.
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Apos interpretacdo dos resultados gerados nessas primeiras analises, as

diluicdes do anticorpo secundario foram alteradas para 1:2000, 1:3000, 1:4000 e

1:6000. Foi, também, adicionado um poco “branco” para cada diluicao desse anticorpo

secundario. Com isso, iniciou-se a segunda série de checkerboards e as placas foram

organizadas conforme detalhado na tabela 3.

Tabela 3. Organizagédo das placas na segunda série de checkerboards.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A1 C+° 1550 1:50 1:100 1:100 1:200 1:200 1:400 1:400 1:800 1:800
B211 C+° 1:50 1:50 1:100 1:100 1:200 1:200 1:400 1:400 1:800 1:800
c:1  C-° 1:50 1:50 1:100 1:100 1:200 1:200 1:400 1:400 1:800 1:800
D+ C-° 1:50 1:50 1:100 1:100 1:200 1:200 1:400 1:400 1:800 1:800
EL12 1:50 1:50 1:100 1:100 1:200 1:200 1:400 1:400 1:800 1:800 B
F2 12 1:50 1:50 1:100 1:100 1:200 1:200 1:400 1:400 1:800 1:800 BS
G312 1:50 1:50 1:100 1:100 1:200 1:200 1:400 1:400 1:800 1:800 B°
H#. 12 1:50 1:50 1:100 1:100 1:200 1:200 1:400 1:400 1:800 1:800 B0

A cada duas colunas, uma diluicéo diferente do soro primario (em duplicata).
11:2000 do conjugado;
21:3000 do conjugado;
31:4000 do conjugado;
41:6000 do conjugado;
5 Controle positivo

6 Controle negativo

7 “Branco” utilizando a diluicdo de 1:2000;
8“Branco” com 1:3000 do conjugado;

? “Branco” com 1:4000 do conjugado;

10 “Branco” com 1:6000 do conjugado;

11 Foram usados os pools das amostras positivas;

12 Foram usados os pools das amostras negativas.
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Os gréficos com a compilacdo das leituras de absorbancias foram criados
utilizando o software GraphPad Prism 7.00 (GraphPad Software, La Jolla, California,
EUA).

415 Anélise estatistica

4.15.1 Sensibilidade, especificidade e curva ROC (Caracteristica

de operacéao do receptor)

A sensibilidade de um teste é sua capacidade de identificar corretamente as
amostras verdadeiramente positivas. Por outro lado, a especificidade é a capacidade

de identificar corretamente as amostras verdadeiramente negativas.

A curva ROC é usada para mostrar, em formato de grafico, a correlacéo entre
a sensibilidade e a especificidade para cada valor de cut-off possivel do teste em
questao. Estes valores foram calculados através do software GraphPad Prism 7.00,
utilizando os parametros contidos para “ROC curve” (GraphPad Software, La Jolla,
California, EUA).

4.1.5.2 Coeficiente de concordancia Kappa

O coeficiente de concordancia de Kappa descreve a concordancia entre
diferentes observadores ou métodos (no caso, testes diagndsticos) ao realizarem a
avaliacdo de uma mesma amostra. Seu valor pode variar de 0 até 1. Quanto mais
préximo de 1, maior € o indicativo de que existe uma concordancia entre os testes e,

guanto mais proximo de 0, maior € o indicativo de que a concordancia € aleatoria.

Os calculos foram feitos no software Online Kappa Calculator (Justus

Randolph, disponivel em http://justus.randolph.name/kappa).
4.1.5.3 Teste T de Welch

O teste T de Welch avalia a significAncia entre a diferenca das médias obtidas.
Este célculo foi feito através do software GraphPad Prism 7.00, utilizando os dados

contidos para “Welch’s T test” (GraphPad Software, La Jolla, Califérnia, EUA).
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4.2 Resultados
4.2.1 Producéao das proteinas recombinantes

As proteinas foram produzidas e quantificadas com sucesso conforme
descrito anteriormente, gerando concentracfes satisfatorias. A figura 2 mostra a
caracterizacao destas por SDS-PAGE (A) e Western blot (B) utilizando anticorpo anti-
histidina. Os valores resultantes da quantificacdo das proteinas estdo apresentados
na tabela 4.

kDal |
72
53
37

29

17

Figura 2. (A) Caracteriza¢é@o por SDS-PAGE das proteinas recombinantes produzidas. (B) Western blot das
mesmas amostras. 1: Marcador de peso molecular de proteinas pré-corado (Scienco Biotech); 2: CSIP08
(61,9 kDa); 3: CSIP10 (36,7 kDa); 4: OmpL115 (22,4 kDa); 5: OmpL125 (28,3 kDa); 6: OmpL68 (36,7 kDa);
7: OmpL72 (39,6 kDa); 8: OmpL94 (44,6 kDa); 9: Quimera (29,6 kDa). Os asteriscos indicam a banda

correspondente a proteina de cada poco.

Tabela 4. Concentracdo das proteinas recombinantes.

rProteina Concentracéo (ng/ul)
CSIPO08 970,0
CSIP10 410,0
Quimera 360,2
OmpL115 2247.,4
OmpL125 89,9
OmpL72 390,2

OmpL68 555,1
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OmpL94 702,5

626 Foram executados WBs para avaliar se as proteinas produzidas seriam
627 diferencialmente reconhecidas por soros positivos e negativos de hamsters. Na figura

628 3, foram utilizados pools positivos e, na figura 4, pools negativos.

629

630

631

632

633

634

635

636

Figura 3. Capacidade de reconhecimento dos soros positivos no WB. 1: Marcador de peso molecular

de proteinas pré-corado (Scienco Biotech); 2: CSIP08 (61,9 kDa); 3: CSIP10 (36,7 kDa); 4: Quimera
638 (29,6 kDa); 5: OmpL115 (22,4 kDa); 6: OmpL125 (28,3 kDa); 7: OmpL68 (36,7 kDa); 8: OmpL72 (39,6

kDa); 9: OmpL94 (44,6 kDa). Os asteriscos indicam a banda correspondente a proteina de cada
639 proteina.
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Figura 4. Capacidade de reconhecimento dos soros negativos no WB. 1: Marcador de peso molecular de
646 proteinas pré-corado (Scienco Biotech); 2: CSIP08 (61,9 kDa); 3: CSIP10 (36,7 kDa); 4: Quimera (29,6
kDa); 5: OmpL115 (22,4 kDa); 6: OmpL125 (28,3 kDa); 7: OmpL68 (36,7 kDa); 8: OmpL72 (39,6 kDa); 9:

647 OmpL94 (44,6 kDa). Os asteriscos indicam a banda correspondente a proteina de cada proteina.

648

649 4.2.2 Segunda série de ELISA/checkerboards de soros caninos
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ApGs correcéo da classificagdo e escolha de novos dos soros caninos, tendo

como base resultados preliminares de ELISA e MAT (feitos por colaboradores), foi

executada a segunda série de andlises checkerboards baseados na tabela 3. Os

melhores resultados destas analises estdo demonstrados nas figuras 5 e 6.
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Figura 5. Melhores valores de absorbancia obtidos na segunda série de checkerboards das proteinas

CSIP08, CSIP10, Quimera e OmpL115.
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Figura 6. Melhores valores de absorbancia obtidos na segunda série de checkerboards das proteinas
693 OmpL125, OmpL68, OmpL72 e OmpL94.

694 A proteina que se mostrou mais promissora foi a OmpL125. Portanto, para 0s
695 ensaios seguintes, as placas foram sensibilizadas com 100 ng desta proteina por
696 poco. Foram adotadas diluicbes de 1:400, 1:800, 1:1000, 1:2000, 1:3000, 1:4000,
697 1:5000 e 1:6000 para os soros caninos, e diluicbes de 1:1000 e 1:2000 para o
698 anticorpo secundario (conjugado) (Figura 7).
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Figura 7. Valores de absorbéancia obtidos ap6s a adaptacéo do protocolo para a proteina OmpL125.

4.2.3 Analise individual dos soros caninos

A andlise individual dos soros foi feita utilizando a 100 ng da proteina

OmpL125 por poco na placa. A diluicdo dos soros caninos adotada foi de 1:3000 e do

anticorpo secundario (conjugado) de 1:1000 (Figura 8). Foram analisados 22 soros

positivos e 23 soros negativos.
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Figura 8. Valores de absorbancia alcangados com os soros individuais e proteina OmpL125.

4.2.4 Analise estatistica

4.2.4.1 Sensibilidade, especificidade e curva ROC

Os valores de sensibilidade e especificidade da curva ROC foram calculados
utilizando os dados das andlises individuais dos soros empregando a proteina
OmpL125 (Figuras 9 e 10).
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725 Para o ELISA-IgM, ao selecionar o cut-off de 0.498, obtém-se uma
726  sensibilidade de 90,9% e uma especificidade de 78,2%. Para o ELISA-IgG, com cut-
727  off de 0.6745, obtém-se 81,8% de sensibilidade e 73,9% de especificidade.
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729 Figura 9. Distribuicdo espacial comparando os valores positivos e negativos obtidos com 0s soros
730  caninos.
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732 Figura 10. Comparacao entre os dados obtidos de sensibilidade e especificidade com a curva ROC.

733 4.2.4.2 Coeficiente de concordancia Kappa

734 Para gerar o coeficiente de concordancia Kappa, foram cruzados os dados
735 gerados neste trabalho com a padronizagcdo por MAT feita previamente por
736 colaboradores utilizando os valores de cut-off de 0.498 para ELISA-IgM e 0.6745 para

737 ELISA-IgG. O valor do coeficiente pode variar entre 0 (maior indicativo de que a
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concordancia é aleatéria) e 1 (maior indicativo de que existe concordancia entre o0s

testes).

Com relacdo aos soros positivos, no ELISA-IgM, a porcentagem de
concordancia foi de 90.9% e o coeficiente Kappa foi de 0.82; e, no ELISA-IgG, a
porcentagem de concordancia foi de 68.8% e o coeficiente Kappa de 0.38. Com
relacdo aos soros negativos, no ELISA-IgM, a porcentagem de concordancia gerada
foi de 64.4% e o coeficiente Kappa foi de 0.29; no ELISA-IgG, foi gerado 59.6% de
concordancia e um coeficiente Kappa de 0.19.

4243 TesteTde Welch

A figura 11 mostra a significancia entre a diferenga das médias adquiridas com
sSoros positivos ou negativos nos testes. No ELISA-1gG obteve se o valor de p=0.0221
e, no ELISA-IgM, obteve-se o valor de p= 0.0011. Portanto, ndo ha diferenca

estatistica significativa ao comparar 0s soros negativos com o0s positivos.
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Figura 11. Comparacéo entre as médias dos valores de absorbancia dos soros positivos e negativos

através do teste T de Welch



754

755
756
757
758
759
760
761
762
763

764
765
766
767
768
769
770
771
772

773
774
775
776
777
778
779
780
781
782
783

784
785

30

5 DISCUSSAO GERAL E PERSPECTIVAS

As oito proteinas recombinantes foram clonadas e produzidas com sucesso,
gerando quantidades e concentracbes de 89,9 — 2247,4 ng/ul. Levando em
consideracdo que todas as proteinas foram expressadas, em média, na mesma
guantidade de meio de cultura, o rendimento variou bastante entre elas (Tabela 4). As
proteinas purificadas possuiram a massa molecular esperada e foram reconhecidas
pelo anticorpo anti-histidina no Western blot (Figura 2). Coincidentemente, a proteina
gue se mostrou mais fastidiosa para expressar (OmpL125), que gerou menos
rendimento e menor reconhecimento no Western blot foi a que se mostrou mais

promissora como antigeno nas posteriores andlises por ELISA (Figuras 6 a 11).

Para avaliar se as proteinas recombinantes produzidas seriam reconhecidas
por soros positivos e negativos de hamsters, foram executados WBs, nos quais néo é
possivel perceber diferenca entre 0s soros positivos e negativos (Figuras 3 e 4), pois
ambos foram positivos para a ligacdo antigeno-anticorpo. O fato de que os soros
negativos de hamsters reconheceram tais proteinas pode indicar presenca, nesses
animais, de espécies saprofitas de Leptospira, as quais podem ter proteinas
homélogas as estudadas ou indicar que os anticorpos sdo pouco especificos. Estas
reacdes positivas com soros negativos para leptospirose também pode ser observada

em Doungchawee et al. (2008).

A combinacédo de epitopos de duas proteinas (proteina quimera) ndo gerou
melhores resultados do que as outras abordagens. Os valores de absorbancia
gerados nos checkerboards com as proteinas CSIP08, CSIP10, quimera, OmpL115,
OmpL68, OmpL72 e OmpL94 se mostraram constantemente baixos,
independentemente da quantidade de antigeno utilizada (Figuras 5 e 6), o que
resultava em classificagdes incorretas e falso-negativos. Ao levar em consideracao
esses resultados, a hipétese deste trabalho se torna ndo foi comprovada, pois as
construgcbes quimeéricas contendo apenas por¢cdes expostas (no caso, quimera,
OmpL115, OmpL68, OmpL72 e OmpL94) ndo mostraram ser alvos mais promissores
para diagndstico sorolégico de leptospirose do que proteinas recombinantes inteiras
(CSIP08 e CSIP10).

Esses resultados sugerem duas possiveis interpretacdes: 1 — que ha pouca

capacidade de reconhecimento entre os anticorpos de um individuo que entrou
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naturalmente em contato com a bactéria intacta (e todos os seus antigenos) e as
proteinas utilizadas; 2 — como o animal doente foi exposto naturalmente as leptospiras
integras, as quais precisaram atravessar outras barreiras de defesa antes de gerar
uma resposta humoral, a variedade de anticorpos produzidos € muito maior (e
majoritariamente direcionados ao LPS) do que em um animal experimentalmente
inoculado com a proteina de interesse e infectado de uma maneira que ndo exige que
a bactéria enfrente tantas barreiras antes de gerar resposta humoral (sendo os
anticorpos, nesse ultimo caso, muito mais especificos). Levar em consideracdo que,
no geral, os controles positivos geravam boas reac¢des e que, nestes controles, foram

usados soros policlonais produzidos especificamente contra a devida proteina.

A proteina OmpL125 mostrou maior capacidade de diferenciar individuos
doentes e saudaveis do que os outros antigenos e parametros analisados quanto
utilizada nas seguintes condi¢6es: 100 ng deste antigeno por pogo, soros caninos com
diluicdo de 1:3000 e anticorpo secundario (conjugado) com diluicdo de 1:1000. Ao
analisar os soros individualmente, nota-se a diferenca do nivel de deteccdo do ELISA-
IgG e do ELISA-IgM (Figura 6). Titulos de IgM > IgG podem indicar que o soro foi
coletado na fase aguda.

A curva ROC (Figura 8) mostrou que os valores de sensibilidade e
especificidade (para o ELISA-IgM, 90,9 e 78,2%, respectivamente e, para o ELISA-
IgG, 81,8 e 73,9%, respectivamente) ndo séo ideais para uso comercial. A andlise
Kappa mostrou que houve alto grau de concordancia nos soros positivos ao comparar
o0 ELISA-IgM com o MAT (90.9%, coeficiente Kappa= 0.82). Este consenso nao se
repetiu nos outros testes, que tiveram graus menores do que 69% e coeficientes
Kappa mais proximos de 0, o que indica alta probabilidade de essas concordancias
terem acontecido aleatoriamente. O teste T de Welch, por outro lado, indicou que a
média dos valores positivos ou negativos obtidos nos ELISAs séo estatisticamente

diferentes (Figura 9), e que essa distingdo nao ocorreu ao acaso (p< 0.05).

Os resultados obtidos neste trabalho ndo séo satisfatérios e ndo condizem
com o raciocinio tedrico de que epitopos de proteinas de superficie de Leptospira spp.
sao bons alvos para diagndstico visto que, por serem expostos no exterior da ceélula,
deveriam ter um grande numero de anticorpos produzidos e direcionados contra eles.

Mesmo que, em teoria, ELISAs sdo testes promissores para diagnéstico de
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leptospirose, os trabalhos publicados ndo se mostram reproduziveis ou ndo geram
valores de especificidade e sensibilidade suficientes para amplo uso comercial
(Desakorn et al., 2012). Em adic&o, sua aplicacao dificiimente pode ser padronizada
mundialmente visto que o valor étimo de cut-off pode variar em diferentes paises e

situacOes (Desakorn et al., 2012).

Abordagens moleculares podem ser melhores opc¢des, dado que os
microrganismos podem ser detectados antes do aparecimento de anticorpos,
possibilitando um diagnostico precoce e, mesmo possuindo algumas desvantagens,
sdo uma melhor alternativa ao MAT, que é o “padrao ouro” atual para diagndstico de
leptospirose (Sea-Liang et al., 2019). O LAMP € uma abordagem molecular
recentemente descrita que se mostra vantajosa, rapida e econémica em comparacao
com outros meétodos utilizados, como PCR e MAT, podendo ser aplicada mesmo em
paises subdesenvolvidos e locais com pouca infraestrutura laboratorial (Tubalinal et
al., 2018). A combinacdo de testes que detectam DNA com testes que detectam
anticorpos € a abordagem ideal para diagndstico laboratorial de leptospirose

aumentando, assim, as chances da deteccao da doenca (Mousavi et al., 2017).
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6 CONCLUSAO GERAL

Os testes de ELISA utilizando epitopos de proteinas de superficie de

Leptospira spp. desenvolvidos neste trabalho ndo geraram resultados e valores

satisfatorios,

leptospirose.

impossibilitando sua aplicagdo como diagnéstico laboratorial de
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7 ANEXOS
ANEXO A — Primeira série de checkerboards com pools de soros caninos

Os ensaios de padronizacdo dos ELISAs foram baseados no método
checkerboard e executados com as oito proteinas (CSIP08, CSIP10, quimera,
OmpL115, OmpL125, OmpL68, OmpL72 e OmpL94), com diversas variaveis:
quantidades de antigeno, diluicdes do soro canino primario, diluicdes do anticorpo
secundario e tipo de anticorpo detectado (ELISA-IgG ou IgM) (Figuras 13 a 29).

Os pools de soros caninos foram submetidos a Western blot para duas
finalidades: 1 — avaliar a capacidade de estes soros reconhecerem as proteinas sob
este método e 2 — comparar estes resultados com os obtidos por ELISA. Para isso,
foram utilizadas as mesmas amostras e controles dos ensaios de ELISA, conforme

apresentado na figura 3.
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Figura 12. Capacidade de reconhecimentos dos soros por Western blot. M: Marcador de peso molecular
de proteinas pré-corado (Scienco Biotech); P+: Pool positivo; P-: pool negativo; C+: controle positivo; C-

: controle negativo. Os asteriscos indicam a banda correspondente a proteina de cada poco.

Al Primeira série de ELISA/checkerboards de soros caninos

Em setembro de 2019, descobriu-se que os soros caninos utilizados até o
momento estavam descritos com dados insuficientes e classificados erroneamente
por colaboradores. Por este motivo, os resultados de todas estas analises foram

incluidos como anexos deste trabalho.
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Figura 13. Checkerboards da proteina CSIP08 (ELISA-IgG). No eixo X, estdo as diferentes diluicdes
do soro primério e, no eixo Y, a densidade 6tica obtida sob 492 nm. Os diferentes graficos representam
diferentes concentracdes do antigeno, e quais soros foram utilizados. Gréaficos da esquerda: pools
positivos; graficos da direita: pools negativos.
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Figura 14. Checkerboards da proteina CSIP08 (ELISA-IgM). No eixo X, estdo as diferentes diluicdes
do soro primério e, no eixo Y, a densidade 6tica obtida sob 492 nm. Os diferentes graficos representam
diferentes concentracdes do antigeno, e quais soros foram utilizados. Gréaficos da esquerda: pools
positivos; graficos da direita: pools negativos.
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884 Figura 15. Checkerboards da proteina CSIP10 (ELISA-IgG). No eixo X, estdo as diferentes diluicdes
885  do soro priméario e, no eixo Y, a densidade ética obtida sob 492 nm. Os diferentes graficos representam
886 diferentes concentragcdes do antigeno, e quais soros foram utilizados. Gréaficos da esquerda: pools
887  positivos; graficos da direita: pools negativos.
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889 Figura 16. Checkerboards da proteina CSIP10 (ELISA-IgM). No eixo X, estdo as diferentes diluicdes
890  do soro priméario e, no eixo Y, a densidade 6tica obtida sob 492 nm. Os diferentes graficos representam
891 diferentes concentragcdes do antigeno, e quais soros foram utilizados. Gréaficos da esquerda: pools
892  positivos; gréaficos da direita: pools negativos.
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894 Figura 17. Checkerboards da proteina OmpL115 (ELISA-IgG). No eixo X, estéo as diferentes diluicdes
895  do soro priméario e, no eixo Y, a densidade ética obtida sob 492 nm. Os diferentes graficos representam
896 diferentes concentragcdes do antigeno, e quais soros foram utilizados. Gréaficos da esquerda: pools
897  positivos; graficos da direita: pools negativos.
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899 Figura 18. Checkerboards da proteina OmpL115 (ELISA-IgM). No eixo X, estéo as diferentes diluicdes
900  do soro priméario e, no eixo Y, a densidade 6tica obtida sob 492 nm. Os diferentes graficos representam
901 diferentes concentragcdes do antigeno, e quais soros foram utilizados. Gréaficos da esquerda: pools
902 positivos; graficos da direita: pools negativos.
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904 Figura 19. Checkerboards da proteina OmpL125 (ELISA-IgG). No eixo X, estdo as diferentes diluicdes
905  do soro primario e, no eixo Y, a densidade ética obtida sob 492 nm. Os diferentes graficos representam
906 diferentes concentragcdes do antigeno, e quais soros foram utilizados. Gréaficos da esquerda: pools
907  positivos; graficos da direita: pools negativos.
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909 Figura 20. Checkerboards da proteina OmpL125 (ELISA-IgM). No eixo X, estéo as diferentes diluicdes
910 do soro priméario e, no eixo Y, a densidade 6tica obtida sob 492 nm. Os diferentes graficos representam
911 diferentes concentragdes do antigeno, e quais soros foram utilizados. Gréaficos da esquerda: pools
912  positivos; graficos da direita: pools negativos.
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913

914 Figura 21. Checkerboards da proteina OmpL68 (ELISA-IgG). No eixo X, estdo as diferentes diluicdes
915  do soro priméario e, no eixo Y, a densidade ética obtida sob 492 nm. Os diferentes graficos representam
916 diferentes concentragcdes do antigeno, e quais soros foram utilizados. Gréaficos da esquerda: pools
917  positivos; graficos da direita: pools negativos.
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Figura 22. Checkerboards da proteina OmpL68 (ELISA-IgM). No eixo X, estdo as diferentes diluicdes
do soro primério e, no eixo Y, a densidade 6tica obtida sob 492 nm. Os diferentes graficos representam
diferentes concentragdes do antigeno, e quais soros foram utilizados. Graficos da esquerda: pools
positivos; graficos da direita: pools negativos.
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924 Figura 23. Checkerboards da proteina OmpL72 (ELISA-IgG). No eixo X, estdo as diferentes diluicdes
925  do soro priméario e, no eixo Y, a densidade ética obtida sob 492 nm. Os diferentes graficos representam
926 diferentes concentragcdes do antigeno, e quais soros foram utilizados. Gréaficos da esquerda: pools
927  positivos; graficos da direita: pools negativos.
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929  Figura 24. Checkerboards da proteina OmpL72 (ELISA-IgM). No eixo X, estdo as diferentes diluicdes
930  do soro priméario e, no eixo Y, a densidade ética obtida sob 492 nm. Os diferentes graficos representam
931 diferentes concentragdes do antigeno, e quais soros foram utilizados. Graficos da esquerda: pools
932  positivos; graficos da direita: pools negativos.
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933

934 Figura 25. Checkerboards da proteina OmpL94 (ELISA-IgG). No eixo X, estdo as diferentes diluicdes
935 do soro priméario e, no eixo Y, a densidade o6tica obtida sob 492 nm. Os diferentes graficos representam
936 diferentes concentrac6es do antigeno, e quais soros foram utilizados. Graficos da esquerda: pools
937  positivos; graficos da direita: pools negativos.
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938

939 Figura 26. Checkerboards da proteina OmpL94 (ELISA-IgM). No eixo X, estdo as diferentes diluicdes
940  do soro priméario e, no eixo Y, a densidade 6tica obtida sob 492 nm. Os diferentes graficos representam
941 diferentes concentragdes do antigeno, e quais soros foram utilizados. Graficos da esquerda: pools
942  positivos; graficos da direita: pools negativos.
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Tendo em vista que os resultados dos testes de ELISA ndo estavam de acordo
a pré-caracterizagdo dos soros caninos utilizados, foram testados soros de hamsters
(de outros experimentos do LPDI) sob as mesmas condicGes dos ensaios anteriores
(Figura 27). Soros positivos foram oriundos de animais inoculados com PBS e
posteriormente infectados com leptospiras patogénicas e que foram a Obito. Soros
negativos foram coletados no inicio (dia zero) de outro experimento, de animais que
nunca haviam sido inoculados. Para isso, o antigeno utilizado foi a OmpL94, nas

concentracfes de 50 ou 150 ng/poco com o método de ELISA-IgG.

Os gréficos da figura 27 mostram que os valores de absorbancia obtidos eram
constantemente baixos, resultando em falso-negativos. Estes valores ndo mudaram
significativamente mesmo com a triplicacdo da quantidade de antigeno por poco, o
que sugere, principalmente, que h& pouca capacidade de reconhecimento entre o

anticorpo e o antigeno utilizado.
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Figura 27. Checkerboards da proteina OmpL94 (ELISA-IgG) utilizando soros de hamsters. No eixo X,
estéo as diferentes diluicdes dos soros e, no eixo Y, a densidade 6tica obtida sob 492 nm. Os diferentes
gréficos representam diferentes concentra¢cdes do antigeno, e quais soros foram utilizados. Gréaficos
da esquerda: pools positivos; graficos da direita: pools negativos.



Quimera 25 ng — 1gG (Pool +)

Quimera 25 ng — 1gG (Pool -)

0.30- 0.30- )
Conjugado 1:2000
0.257 0.254 Conjugado 1:3000
E 0.20 E 0.20- — Conjugado 1:4000
o~ o~ .
9 0.15- 2 0.154 -+ Conjugado 1:6000
e] o
& 0-104 5 0.104
0.05+ 0.054
_—
0.00 T T T v = 0.00 v T v . &
& & & S £ & & & &
R AN N LSRN SN
Diluigao do soro primario Diluigao do soro primario
Quimera 50 ng — 1gG (Pool +) Quimera 50 ng — IgG (Pool -)
0.3- 0.34 )
Conjugado 1:2000
Conjugado 1:3000
£ 0.2 E 0.2 -+ Conjugado 1:4000
§ § ~¥ Conjugado 1:6000
o] o]
a 0.14 o 0.14
0.0 T T T T 0.0 T e
& S & & & & & & &
N N 4 A I N 4
Dilui¢ao do soro primario Dilui¢do do soro primario
Quimera 100 ng — 1gG (Pool +) Quimera 100 ng — IgG (Pool -)
0.3 0.3
Conjugado 1:2000
Conjugado 1:3000
E 0.2 E 0.2 -+ Conjugado 1:4000
& o) ~ Conjugado 1:6000
o] o]
a 0.1 o 0.1
0.0 0.0 N
S & &» & N
N \".\' \".1' \'." ,\“.b
Diluicao do soro primario Dilui¢cao do soro primario
Quimera 150 ng — IgG (Pool +) Quimera 150 ng — IgG (Pool -)
0.4 0.4+
Conjugado 1:2000
0.3 0.3 Conjugado 1:3000
£ E ~ Conjugado 1:4000
§ 0.2 § 0.24 -¥ Conjugado 1:6000
o o
° 011 \ ) N
0.0 0.0 T T T T
o

) o o o
o ) N S N
N a ¥ e 2

Diluigdo do soro primario

(x) S W O] S
o W N ) N
N N \"’J' \'P‘ \3’

Dilui¢do do soro primario

51

962

963 Figura 28. Checkerboards da quimera (ELISA-IgG). No eixo X, estdo as diferentes diluicdes do soro
964 priméario e, no eixo Y, a densidade 6tica obtida sob 492 nm. Os diferentes graficos representam
965 diferentes concentragcdes do antigeno, e quais soros foram utilizados. Graficos da esquerda: pools
966  positivos; graficos da direita: pools negativos.
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968 Figura 29. Checkerboards da quimera (ELISA-IgM). No eixo X, estdo as diferentes diluicdes do soro
969 priméario e, no eixo Y, a densidade 6tica obtida sob 492 nm. Os diferentes graficos representam
970 diferentes concentragcdes do antigeno, e quais soros foram utilizados. Graficos da esquerda: pools
971 positivos; graficos da direita: pools negativos.
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