C .Q 2 O ‘I 6 XXV CONGRESSO DE INICIACAQ CIENTIFICA 23 SEMANA INTEGRADA
% UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS e EET g™ = (5L

UFPEL /2016

DESENVOLVIMENTO DE UM TESTE DIAGNOSTICO PARA LEPTOSPIROSE
CANINA UTILIZANDO PROTEINAS RECOMBINANTES

JESSICA DA CUNHA RAMOS?; CAROLINE AMURIM DA SILVA GONGALVES?
MATHEUS ACEVEDO MONTANO? SAMUEL RODRIGUES FELIX 2,ALAN JOHN
ALEXANDER MCBRIDE*

1Laboratorio de Pesquisa em Doencas Infecciosas, Nicleo de Biotecnologia, CDTec, UFPel —
jessicaramos_15@hotmail.com
2Laboratério de Pesquisa em Doencas Infecciosas, Nucleo de Biotecnologia, CDTec, UFPel —
carolamurim@gmail.com; matheusmontano64@hotmail.com; samuelrf@gmail.com
4Laboratério de Pesquisa em Doencas Infecciosas, Nucleo de Biotecnologia, CDTec, UFPel —
alan.mcbride@ufpel.edu.br

1. INTRODUCAO

A leptospirose é uma zoonose negligenciada, com distribuicdo mundial,
causada por espiroquetas patogénicas da familia Leptospiraceae e do género
Leptospira (ESTEVES et al., 2014). A contaminacdo em humanos pode ocorrer
durante a exposicdo direta com animais reservatorios ou através do contato indireto
com ambientes contaminados pela urina de animais com leptospirose. (CRODA et
al., 2007). Dentre esses animais estdo 0s caninos, que sao uma das principais
fontes de infeccédo para os humanos. A leptospirose em caes pode se manifestar
com uma ampla gama de sintomas, como febre, insuficiéncia hepética e renal,
ictericia e sangramento (THOME et al., 2014). Isto resulta em uma estimativa de
ocorréncia de aproximadamente 1,03 milhdes de casos de leptospirose por ano no
mundo, com 59.000 fatalidades (COSTA et al., 2015). No Brasil, no ano de 2015
estimou-se a ocorréncia de 4.288 casos resultando a letalidade em 321 casos
(MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

Existem dois métodos principais para a deteccdo da doenca, sendo elas o
teste de diagndstico recomendado pela OMS, o Teste de Microaglutinacdo (MAT) e
o isolamento da bactéria (BUDIHAL & PERWEZ, 2014). Ambas técnicas possuem
limitagBes, no caso do MAT, € um teste com menor sensibilidade na fase inicial da
doenca, necessita de um trabalho intensivo e precisa manter cepas vivas de
Leptospira (CRODA et al., 2007). No caso de isolamento, é um processo laborioso
demandando meses para obter o resultado, além de possuir baixa sensibilidade
(BHARTI et al., 2003). O MAT é o mais usado devido a vantagem de ser sorovar
especifico, porém nédo consegue distinguir entre anticorpos devido a infec¢do ou a
vacinacdo. (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010).

Desta forma, o objetivo do presente trabalho € desenvolver um teste
diagnostico para leptospirose canina baseado em um Teste Imunoenziméatico
(ELISA) utilizando as proteinas recombinantes rLigB e Quimera como 0s antigenos.

2. METODOLOGIA
2.1 Banco de Soros
Os soros caninos usados nesse ELISA, tiveram origem de um projeto de
vigilancia epidemioldgica realizada no bairro Laranjal na cidade de Pelotas/RS.
Todos os soros foram previamente submetidos a técnica-padrdo de diagndstico, o
MAT. Foram avaliados 25 soros, sendo 9 deles caracterizados como negativo (titulo
< 1:25) e 16 como positivo (titulo >1:200).
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2.2 Padronizacgao do ELISA Indireto

A placa foi sensibilizada por 16 horas a 4°C, com quatro diferentes
guantidades de proteina 50 ng, 100 ng, 150 ng e 200 ng/poc¢o dos antigenos rLigB e
Quimera, diluidos em tamp&o carbonato-bicarbonato, pH=9,6. Os soros foram
testados em duplicatas utilizando a quantidade de 50 yL dos soros, em cada
cavidade, logo apds a placa foi incubada a 37°C por 1 hora. As diluigbes de soros
utilizadas foram de 1:50-1:800. O proximo passo foi adicionar 50 pyL por poco do
anticorpo anti-lgG canino conjugado com peroxidase, diluido em 1:1000-1:10000 em
PBS-T. Posteriormente, as reacfes foram reveladas com o substrato o-
fenilenodiamnina (OPD), adicionado de peréxido de hidrogénio, e a placa
armazenada no escuro por 15 minutos. A absorbancia foi avaliada a 450nm 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).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizados testes para a padronizacdo do ELISA indireto com as
proteinas rLigB e com a proteina Quimera, para estabelecer os seguintes critérios:
guantidade ideal de proteina, diluicbes de soro canino e de anticorpo anti-lgG canino
conjugado com peroxidase. O anticorpo IgG comeca a aparecer em alta quantidade
no sangue de animais com leptospirose, entre 3 a 4 semanas apos a infeccao,
estando relacionado com a fase convalescente da doenca. (CHALAYON et al.,
2011).

Na padronizacdo com rLigB, foram escolhidas as diluicbes de soro 1:100 e
1:2000 do anti-IgG canino conjugado com peroxidase, obtendo valores de
sensibilidade de 88,0% e especificidade de 100%. Com a Quimera, os resultados
obtidos na padronizagéo foram de 1:100 da diluicdo do soro e 1:4000 da diluicdo do
anticorpo secundario, com valores de sensibilidade e especificidade de 60,0% e
100%, respectivamente.

Na analise com a curva ROC, obteve-se para a rLigB sensibilidade de 94,0% e
especificidade de 100% e para a proteina Quimera os resultados obtidos de
sensibilidade e especificidade foram de 80,0 % e 90,0 % respectivamente. Para a
padronizacdo destes testes, levou-se em consideracdo que os parametros ideais
para um teste de diagnostico, devem possuir valores de sensibilidade e
especificidade maiores que 90,0% na fase aguda.
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Figura: ELISA Indireto com proteinas recombinantes. A: Avaliacdo de soros
individuais utilizando a quantidade de 50 ng de rLigB, diluicAo de soro 1:100 e
diluicho do anticorpo anti-lgG canino conjugado com peroxidase de 1:2000. B:
Avaliacdo dos soros individuais utilizando a quantidade de 50ng de Quimera,
diluicho de soro 1:100 e diluicdo do anticorpo anti-lgG canino conjugado com
peroxidase de 1:4000. A linha pontilhada vermelha se refere ao valor do Cut-off do
teste que € a média dos negativos mais duas vezes o desvio padrao.

4. CONCLUSOES

O presente trabalho apresenta resultados promissores visto que ambos o0s
testes estdo dentro dos parametros ideias para um teste de diagnostico para
leptospirose canina. Porém, se faz necessario aumentar o nUmero de soros para
confirmar os resultados obtidos até o0 momento, 0 que ja esta sendo feito por nosso

grupo.
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