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1. INTRODUCAO

Espiroquetas patogénicas pertencentes ao género Leptospira sdo as
agentes causadoras da leptospirose, considerada a zoonose com maior
distribuicdo global (FAINE, 1999; LEVETT, 2001). A leptospirose tem incidéncia
meédia de 873.000 casos graves e cerca de 49.000 mortes por ano (PICARDEAU
et al., 2014). O maior impacto da doenca ocorre em populacdes pobres de paises
em desenvolvimento e regides tropicais, onde instalacées sanitarias inadequadas
e enchentes constantes favorecem a transmissao da doenca (MCBRIDE et al.,
2005). A leptospirose humana geralmente € contraida diretamente através do
contato com animais reservatérios, ou indiretamente, através do contato com
agua ou solo contaminado com a urina desses animais (FAINE, 1999). Os céaes
sdo considerados a segunda principal fonte de infeccdo para o homem, ja que
vivem em estreito contato com humanos, se tornando assim, importantes
reservatérios (BROD et al., 2005).

A auséncia de um diagndstico laboratorial adequado é o principal obstaculo
na implementacdo de medidas de saude publica apropriadas para leptospirose
humana e animal. (MCBRIDE et al., 2005). O diagnostico precoce se torna
prioridade por permitir tratamento eficaz e medidas de controle mais efetivas
(ADLER, 2010). O teste de referéncia para diagnoéstico da leptospirose é o teste
de microaglutinacdo (MAT), embora seja um teste complexo de controlar,
executar e interpretar (LEVETT, 2001). Portanto, h4 uma necessidade urgente no
desenvolvimento de um teste de diagndstico para a leptospirose canina, que
identifique animais positivos durante a fase inicial da doenca e que forneca
resultados rapidos (HARTSKEERL et al., 2011).

Dessa forma, o objetivo do trabalho foi avaliar antigenos recombinantes de
L. interrogans a partir da técnica de dot blot, visando futuramente o
desenvolvimento de um teste de diagndéstico rapido para leptospirose canina.

2. METODOLOGIA

2.1. Banco de soros caninos: Uma colaboracdo entre a Fiocruz-BA e o Hospital
Veterinario da Universidade Metropolitana de Salvador, permitiu a obtencédo de
um banco de soros caninos caracterizados por MAT e ELISA de antigeno bruto. O
banco € composto por soros de animais pertencentes a uma area endémica para
leptospirose e engloba tanto animais vacinados quanto nao vacinados.

2.2. Expressdo e purificacdo de proteinas recombinantes: As proteinas
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recombinantes utilizadas neste trabalho foram produzidas previamente conforme
descrito e indicado na Tabela 1.

2.3. Protocolo para execucéo dos dot blots: A concentracdo desejada de antigeno
foi aplicada em membrana de nitrocelulose (Hybond-ECL, GE Healthcare)
respeitando um volume entre 2 e 3,5ul. O controle positivo das reagbes foram
células de L. interrogans sorovar Copenhageni (10° células por ponto), lisadas por
aguecimento a 100°C por 10 minutos. Em seguida, as membranas foram
bloqueadas com PBS-Tween 50% (PBS-T) com 5% de leite em p6 desnatado, por
1h a temperatura ambiente sob agitacdo. Entre cada uma das etapas as
membranas foram lavadas quatro vezes com PBS-T. Apds, as membranas foram
incubadas com os pools de soros diluidos em PBS-T com 1% de leite em po6
desnatado, por 1h a temperatura ambiente, sob agitacdo. Posteriormente,
incubadas com o anticorpo anti-canino, podendo este ser anti-IgG canino
conjugado com fosfatase alcalina (Rockland) (anti-lgG:AP) ou anti-lgM conjugado
com peroxidase (Jackson ImmunoResearch) (anti-lgM:HRP), diluidos para a
concentracdo desejada em PBS-T com 1% de leite em p6 desnatado, por 1h a
temperatura ambiente, sob agitacdo. A revelacao foi realizada utilizando o kit AP
Conjugate Substrate (Bio-Rad) para as membranas incubadas com anticorpo
secundario anti-lgG e diaminobenzidina (DAB) e H,O, para as membranas
incubadas com anticorpo secundario anti-lgM. Nove proteinas recombinantes
foram analisadas testando anti-IgG e anti-IgM canino, usando trés concentracoes
de cada antigeno (300, 500 e 1000ng por ponto de antigeno) e duas diluicbes
(1:200 e 1:500) dos pools de dez soros caninos positivos e dez soros negativos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Selecdo inicial das proteinas recombinantes: Foram selecionadas nove
proteinas recombinantes, conforme descrito na tabela 1.

Tabela 1. Antigenos recombinantes selecionados para as analises.

Nome dos Fonte (sorovar) Massa molecular Referéncia

antigenos (kDa)*

rLigBrep Copenhagenit 54 Silva et al., 2007
rLigBctl Canicola? 45 Schuch et al., 2011
rLigANI Canicola? 64 Schuch et al., 2011
rLipL32 Copenhagenit 29 Grassmann et al., 2012a
rFlaAl Copenhagenit 34 Grassmann et al., 2012b
rFlaB1 Copenhagenit 32 Grassmann et al., 2012b
rLigANI Copenhagenit 63 Silva et al.,2007
romp37 Copenhagenit 37 Oliveira et al., 2012
rLemA Copenhagenit 17 Hartwig et al., 2011

1 L. interrogans sorovar Copenhageni cepa Fiocruz L1-130
2 L. interrogans sorovar Canicola cepa Honda Utrecht
*Sem cauda de 6xhis

3.2. Desenvolvimento do dot blot: A maior parte dos antigenos testados
apresentaram reacoes fracas e inespecificas, sem distincdo entre o pool de soros
positivos e negativos (Figura 1). Porém, com as proteinas rLigBrep e rLipL32, foi
possivel distinguir em algum grau as respostas para pool de soros positivos
daquelas para pool de soros negativos, sendo estes 0s resultados mais
promissores.
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Croda e colaboradores (2007), demonstraram a utilidade diagndstica do
fragmento LigBrep, composto pela regiao idéntica entre LigA e LigB. A utilidade
da proteina rLipL32 também ja foi reportada em outros ensaios sorologicos, para
a deteccéo de leptospirose (BOMFIM et al., 2005; CHALAYON et al., 2011). No
formato dot blot, foi possivel diferenciar adequadamente os pools com anti-lgG:AP
para rLipL32 e com anti-IgM:HRP para rLigBrep. Em vista dos resultados obtidos
neste trabalho, bem como dos relatos da literatura, as proteinas rLigBrep e
rLipL32 parecem promissoras para o diagndstico de leptospirose canina.
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Figura 1. Dot blot tipo checkerboard para 9 diferentes antigenos recombinantes.
A: anti-lgG:AP 1:1000. B: Conjugado anti-IlgM:HRP 1:5000.

4. CONCLUSOES

Os antigenos rLigBrep e rLipL32 tiveram o melhor desempenho quando
foram analisados com soros caninos individuais positivos e negativos para
leptospirose.
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