¥X CONGRESSO DE WICIAGAD CIENTIFICA
11 MOSTRA CIENTIFICA

UFPEL

AVALIACAO DE LIPL32 E LIGB NO DIAGNOSTICO DE LEPTOSPIROSE CANINA
ATRAVES DE ELISA

COLONETTI, Karina®™®; FELIX, Samuel Rodrigues®*; SANTOS, Carolina
Ximendes™<; SILVA, Everton Fagonde® DELLAGOSTIN, Odir Antonio*

'Universidade Federal de 2Pelotas, Curso de Graduagdo em Biotecnologia;. kcolonetti@gmail.com
Programa de Pés Graduacao em Veterinaria
3 Depertamento de VeterinariaPreventiva, Faculdade de Veterinaria
*Laboratério de Biologia Molecular — Centro de Biotecnologia — CDTec — UFPel

1 INTRODUCAO

A leptospirose é uma doenca de distribuicdo mundial, causadora de
prejuizos na produgdo animal e na satde humana (Adler; Moctezuma, 2010). E uma
das zoonoses de maior impacto, principalmente em paises subdesenvolvidos e em
desenvolvimento, com clima tropical e subtropical (Ko et al., 2009). O agente
etioldgico da leptospirose, Leptospira spp., € uma bactéria similar as Gram
negativas, possui 20 espécies classificadas em 24 sorogrupos e mais de 250
sorovares (Cerqueira; Picardeau, 2009). O patdogeno € mantido no ambiente por
hospedeiros reservatorios suscetiveis, espécies que albergam determinados
sorovares, sem que estes causem doenga grave, tornando-se portadores renais
cronicos e disseminadores da bactéria no ambiente (Ko et al., 2009).

Caes sao considerados hospedeiros naturais do sorogrupo Canicola;
entretanto, podem sofrer infecgdo por outros sorovares. A manifestacéo clinica da
leptospirose em cédes é semelhante a de humanos. Pode ocorrer de forma aguda,
envolvendo varios 6rgaos, como rins e figado, causando ictericia e hemorragias nos
casos mais severos (Bharti et al., 2003; Gouveia et al., 2008) ou de forma crénica,
onde o0s animais carreiam as leptospiras de forma assintomatica ou com
sintomatologia branda, disseminando o patégeno no ambiente por varios meses
(André-Fontaine, 2006). Estudos revelam que cées constituem um significante fator
de risco para a leptospirose humana (Douglin etal., 1997, Avila et al., 1998)

A resposta imune a leptospirose é mediada por anticorpos (Adler et al.,
1977, Ko et al., 2009). Os anticorpos contra Leptospira sdo detectaveis a partir de
cinco dias apoOs a infeccdo e, através da deteccdo destes, a doenca pode ser
diagnosticada. O teste de soroaglutinacdo microscopica (MAT) é o teste padrdo ouro
para o diagnéstico de leptospirose, recomendado pela organizagdo mundial da
saude (OMS) (Adler e Moctezuma, 2010; Faine, 1999). Os anticorpos produzidos
pelo sistema imune sdo majoritariamente contra lipopolisacarideos (LPS) presentes
na membrana externa das leptospiras. Entretanto, os anticorpos anti-LPS sao
limitados a sorovares homologos. Desta forma, testes de diagnostico e vacinas
usando antigenos protéicos conservados entre sorogrupos tém sido buscados (Ko et
al., 2009). Proeminente entre as proteinas da membrana externa, esta a LipL32,
mais abundante proteina encontrada em leptospiras patogénicas e reconhecida
durante a infeccdo em humanos. Ensaios para o diagnostico da leptospirose canina
usando essa proteina ja foram propostos (Dey et al., 2004); entretanto, a
incapacidade de reproduzir os resultados destes autores levou a busca de novos
antigenos proteicos para serem utilizados como ferramenta de diagndstico e,
futuramente, como alvo vacinal.

O objetivo deste trabalho foi demonstrar que caes positivos para
leptospirose, podem n&do apresentar anticorpos anti-LipL32, propondo LigB como
antigeno alternativo para testes de diagnostico para caes.
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2 METODOLOGIA

Os antigenos recombinantes rLigB e rLipL32 foram produzidos por
clonagem das respectivas sequéncias codificadoras no plasmideo pAE e
transformacdo em E. coli. As proteinas foram expressas, a purificacao foi feita por
cromatografia de afinidade e a quantificacéo pelo kit BCA® Protein Assay (P IERCE).

Neste estudo foram utilizados soros caninos sabidamente negativos (n=4)
e positivos (n=8) para leptospirose (sorogrupos Icterohemorragie e/ou Canicola). Os
soros de cées, da cidade de Pelotas e regidao, foram escolhidos aleatoriamente
dentre o banco disponivel, sendo que os positivos apresentavam titulos de 400 ou
mais no MAT. Um soro de humano convalescente foi utilizado como controle positivo
das reagoes.

As proteinas rLigB e rLipL32, bem como células inteiras de L. interrogans,
inativadas por calor, foram submetidas a eletroforese em SDS-PAGE 12%. Apos a
eletroforese executou-se a transferéncia das proteinas dos géis para membranas de
nitrocelulose. As membranas foram bloqueadas a 4°C com solucdo de leite em po
desnatado 5% em PBS (Phosphate Buffered Saline), e lavadas trés vezes com
PBS+Tween. As membranas foram entdo incubadas com 0S Soros caninos ou
humano diluidos 1:50 e 1:100 em PBS, respectivamente, & temperatura ambiente,
sob agitacdo. Apds nova lavagem, as membranas foram incubadas com anti-lgG
canino ou anti-lgG humano conjugado com peroxidase (SIGMA), em uma diluicdo de
1:6000. Procederam-se novas lavagens e posterior revelacao.

Para o ELISA, procedeu-se conforme Dey e colaboradores (2004).
Brevemente, os pocos das placas foram sensibilizados com rLipL32 ou rLigB a uma
concentracdo de 50 ng/poco e os soros utilizados em uma diluicdo de 1:500. Todos
os procedimentos foram conduzidos conforme descrito. Para este ensaio utilizou-se
0S mesmos soros positivos usados no Western blot, com a inclusdo de quatro soros
negativos para aferir se ha discriminacdo entre positivos e negativos. Foram
considerados positivos soros cujas leituras de densidade Optica (DO) foram maiores
gue o valor médio obtido para 0s soros negativos mais duas vezes o desvio padréo.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A producdo das proteinas recombinantes foi realizada com sucesso. As
reacdes de Western blot demonstram que todos os cdes convalescentes testados
apresentavam anticorpos contra a proteina rLigB, a excecdo de um. Apenas o
animal que ndo teve reacdo contra rLigB apresentou anticorpos para rLipL32. O
resultado representativo pode ser observado na Fig. 1.

Os resultados gerais do ELISA podem ser observados na Fig. 2. Todos os
soros que haviam reagido contra rLigB no Western blot foram positivos no ELISA
com esse antigeno. O soro reagente contra rLipL32 no Western blot foi negativo no
ELISA com rLigB, sendo o Unico positivo no ELISA contra rLipL32.

A proteina LipL32 é um dos antigenos mais promissores no
desenvolvimento de vacinas e testes diagndsticos para leptospirose humana, pois €
conservada entre os diferentes sorovares (Ko et al., 2009). Entretanto, nossos
resultados demonstram que nem todos 0s animais apresentam anticorpos contra
este antigeno. Dey e colaboradores (2004) propuseram um ELISA para o
diagnéstico da leptospirose canina usando LipL32 como Unico antigeno; entretanto
seus resultados ndo foram repetidos em nosso laboratério. Soro de animais positivos
pelo MAT falharam em reagir no ELISA utilizando LipL32, o que nos estimulou a
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buscar antigenos mais eficientes. A proteina LigB, assim como a LipL32, é
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conservada entre as espécies patogénicas de Leptospira, além de ser expressa e
reconhecida durante a infeccdo em humanos (Cerqueira; Picardeau, 2009; Adler e
Moctezuma, 2010) o que a torna uma atraente alternativa a LipL32.
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Figura 1. Western blot utilizando soro positivo para leptospirose e antigeno recombinantes (4 de 9
ensaios). Colunas 1, Leptospira interrogans; 2, rLigB; 3, rLipL32. Membrana A, controle positivo (soro
humano convalescente); B, C e D, Soros caninos positivos. Seta preta indica reacdo com rLigB e seta
branca indica reacao com rLipL32.
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Figura 2. ELISA utilizando rLipL32 ou rLigB. Valores médios das densidades épticas obtidas para
SOros caninos positivos e negativos.

Os valores de densidade Optica apresentados no ELISA, apesar de
significativos, foram baixos. Este ensaio deve ser otimizado atraves de ajustes na
concentragdo dos antigenos, diluicbes e tempos de incubagéo, antes que possa ser
validado para uso diagnéstico. Aparentemente, um maior numero de animais
apresenta anticorpos contra rLigB do que contra rLipL32. A constatacdo de que
alguns animais apresentam anticorpos apenas contra um ou outro antigeno, sugere
gue a combinacao dos dois antigenos pode resultar em um teste mais sensivel.

4 CONCLUSAO

Neste trabalho encontramos maior reatividade de soros caninos contra
rLigB do que contra rLipL32 tanto em ensaios de Western blot quanto em ELISA. O
pequeno numero de soros avaliados em nosso estudo nédo valida o ELISA como
teste diagndstico a ser usado na rotina. A otimizacdo deste ensaio estd em
andamento, o que possibilitara a validacdo do mesmo para diagnéstico sorologico de
leptospirose canina.
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