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1. INTRODUCAO

A leptospirose € uma zoonose de distribuicdo mundial causada por
espiroquetas patogénicas do género Leptospira spp., transmitida principalmente
através da urina de animais infectados (FAINE et al. 1999; MUSSO E LA, 2013).
Diversos mamiferos podem albergar leptospiras patogénicas, no entanto, 0s
roedores s@o os reservatorios mais frequentes. Esses animais alojam os micro-
organismos nos rins e o eliminam através da urina, contaminando o solo e a 4gua
(JORGE et al. 2015). Uma variedade de animais domésticos, de companhia e de
interesse econdmico, incluindo cées, bovinos e suinos, podem ser acometidos
pela enfermidade e, dentre as leptospiras patogénicas, as espécies Leptospira
interrogans e Leptospira borgpetersenii sdo agentes etiolégicos mais frequentes
em casos de leptospirose humana e animal (ADLER; DE LA PENA, 2010).

Atualmente para o diagnéstico da leptospirose, além da sintomatologia
clinica, séo utilizados métodos de deteccdo e isolamento de Leptospira em
amostras biolégicas e também testes soroldgicos, dentre outras analises (FAINE
et al., 1999). Dentre os métodos sorolégicos, a soroaglutinacdo microscépica
(MAT), que utiliza cepas de leptospiras vivas para a reacdo com soros de
humanos e animais, € considerada “padrdao ouro” para o diagnéstico da doenga
(OIE, 2008; WHO, 2003). No entanto, a MAT apresenta baixa sensibilidade na
fase aguda da doenca, devido aos niveis de anticorpos ndo detectaveis nesse
periodo (MCBRIDE et al., 2005; MUSSO E LA, 2013), e um alto grau de reacdes
cruzadas com outros sorovares (ADLER; DE LA PENA, 2010).

Devido as dificuldades encontradas para o controle da leptospirose, a
busca por métodos alternativos de diagndstico tornou-se necessaria, € nos
ultimos anos tem havido um grande esforco no desenvolvimento de testes de
diagnéstico mais sensiveis, seja através da deteccdo de anticorpos ou
identificacdo de antigenos (McBride et al., 2005; Pinne, Matsunaga, Haake, 2012;
Subathra, senthilkumar, Ramadass, 2013). Muitos destes ensaios sdo baseados
na técnica de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) utilizando antigenos
recombinantes de Leptospira (BOMFIM et al. 2005; HARTLEBEN et al. 2013).

O estudo de proteinas presentes exclusivamente em leptospiras patogénicas
e expressas por cepas virulentas da bactéria (ADLER et al., 2011), tem implicado
na identificacdo de novos alvos para o desenvolvimento de testes diagnosticos e
vacinas (NASCIMENTO et al.,, 2004; PINNE, MATSUNAGA, HAAKE, 2012;
VIERA et al., 2009). Dentre elas, tem sido avaliado o potencial da lipoproteina
ErpY-like, alvo deste estudo, a qual foi descrita como sendo uma proteina de L.
interrogans que possui sequéncia muito similar a fatores de viruléncia
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encontrados em outros patdgenos, como a lipoproteina de membrana externa
ErpY de Borrelia burgdorferi. Aléem disso, sua expressao foi observada durante a
infecgcdo in vivo (ESHGHI et al., 2009), demonstrando, assim, sua importancia no
processo de infeccdo e potencial para ser utilizada como antigeno vacinal ou em
testes de diagndstico.

Com isso, 0 objetivo desse estudo foi o desenvolvimento de um ELISA
indireto utilizando a proteina recombinante ErpY-like de forma individual ou
associada a proteina recombinante LipL32 para o diagnostico para leptospirose
em suinos.

2. METODOLOGIA

O gene sintético da proteina tipo ErpY-like (= 390 pb) foi sintetizado
(GenOne, Rio de Janeiro, Brasil) através da sequéncia gendmica de L.
interrogans serovar Copenhageni L1-130 (FIOCRUZ, BA) disponivel no Genbank
(GeneBank: AE016823) . O gene de erpY-like foi obtido clonado no vetor pAE,
fundido com uma cauda N-terminal de 6 x His. O plasmideo tipo pAE/erpY foi
usado para transformar Escherichia coli BL21 (DE3) Star para producdo de
proteina recombinante (rErpY-like). Ja a proteina rLipL32 foi expressa de acordo
com (HARTWIG, D.D et. al. 2011). Para o ELISA, foi realizado um teste
checkboard para determinar a concentracdo dos insumos utilizados. Depois da
padronizacdo, microplacas de poliestireno foram sensibilizadas com 50
ng/cavidade das proteinas recombinantes ErpY-like e LipL32, individualmente ou
associadas, diluidas em tampao carbonato-bicarbonato pH 9,6. Apdés, foi realizado
blogueio com solucdo de PBS-T acrescido de 0,5% de caseina, seguido da
adicao de soros de suinos positivos e negativos para a leptospirose (previamente
determinados na MAT), na diluicdo de 1:50. Para deteccdo do complexo antigeno-
anticorpo formado, foi utilizado anticorpo anti-IgG suino conjugado a peroxidase,
na diluicdo de 1:6000. Os soros suinos, bem como o anticorpo secundario, foram
diluidos em solucédo de PBS-T acrescido de 0,5% de caseina. Em todas as etapas
as placas foram incubadas a 37°C por 1 h e, posteriormente, lavadas trés vezes
com solucdo PBS-T acrescido de 0,5% caseina. As reacdes foram reveladas com
solucdo substrato/cromégena contendo o-phenylenediamine (0,2 mg/mL em 0,1 M
tampé&o citrato, pH 5,0) e 0,03% de H202 durante 15 min. As densidades oticas
(DO) foram mensuradas a 450 nm usando VICTOR™ X5 Multilabel Plate Reader
(Perkin Elmer, USA). Como controles foram utilizados soros suinos
verdadeiramente positivos e negativos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste de ELISA desenvolvido utilizando a proteina rErpY-like, apresentou
cut-off (ponto de corte) > 0,031, sensibilidade de 96,8%, especificidade de 100% e
acuracia de 99% (Figura 1A). Com a proteina rLipL32 o cut-off foi > 0,08, a
sensibilidade foi de 83,9%, a especificidade de 70,7% e a acuracia de 81,5%
(Figura 1B). Ja para a associacdo das duas proteinas, o cut-off foi > 0,083, a
sensibilidade foi de 93,5%, a especificidade de 73,2% e a acuracia de 86,6%
(Figura 1C).
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Fig. 1: Agrupamento dos soros utilizados no ELISA indireto parao

diagnostico da leptospirose em suinos. Relacdo com o teste padrdo — MAT.
Cut-off, sensibilidade e especifidade do teste, onde 1 Sd0 0s soros positivos na
MAT e 0 os negativos. Grafico A: Proteina rErpY-like; Grafico B: Proteina rLipL32;

Gréfico C: Proteinas rErpY-like e rLipL32 associadas.
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Fig. 2: Comparacgéo das Curvas ROC. ELISA indireto com a proteina rErpY-like,

rLipL32 e sua associacdo para o diagnostico da leptospirose em suinos.

O teste de ELISA com a proteina rErpY-like quando comparado com o teste

com a proteina rLipL32, obteve diferenca significativa (p=0,00), assim como
guando comparado com a associacdo das proteinas rErpY-like e rLipL32
(p=0,003). Ja quando comparado o teste de utilizando a rLipL32 com a
associacdo das duas proteinas, ndo houve diferenca significativa (p=0,400)
(Figura 2).

O ELISA é um teste rapido e de facil reproducéo, sendo possivel a analise

de um grande nimero de amostras em menos tempo, quando comparado a MAT.
Para as proteinas testadas, rErpY-like apresentou melhores resultados de
sensibilidade, especificidade e acuracia, mostrando o potencial desta para 0 uso
no diagnostico e controle da leptospirose suina, mesmo em comparacao com a
proteina LipL32 (Hartleben et al., 2013).

4. CONCLUSOES

O ELISA indireto desenvolvido onde empregaram-se as proteinas rErpY-like

e rLipL-32, bem como sua associagdo demostrou ser um teste sensivel,
especifico e eficiente para a deteccdo de anticorpos anti-leptospira no soro de
suinos naturalmente infectados. Este teste pode ser usado como diagndstico,
bem como, para triagem antes da confirmacao por MAT.
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