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Resumo

PHILIPPSEN, Francine Rodrigues. Fase inicial do desenvolvimento de um teste
diagnostico de leptospirose canina. 2012. 56f. Trabalho de Conclusédo de Curso
— Curso de Bacharelado em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas.

A leptospirose é uma grave doenca infecciosa emergente causada por espécies
patogénicas do género Leptospira, que afeta humanos e animais. Mais de 500.000
casos de leptospirose humana severa sao reportados anualmente, com indices de
fatalidade superiores a 10%. A leptospirose humana € comumente adquirida de uma
fonte animal. Quase todos os mamiferos podem ser reservatérios da doenca,
incluindo animais domeésticos, como caes, bovinos e suinos. Os cdes sao
considerados a segunda principal fonte de infeccdo para o homem, em funcéo de
seu estreito contato com humanos. O teste de aglutinacdo microscopica (MAT),
considerado o teste soroldgico padrédo para o diagnéstico da leptospirose, €
laborioso e exige soros pareados. Além disso, emprega o uso de bactérias vivas, 0
gue impde dificuldade de padronizacdo e representa um risco consideravel para
manipuladores. H4& uma necessidade urgente de desenvolvimento de um teste
diagnéstico rapido, sensivel e que possa ser empregado no diagndstico laboratorial
de rotina para a deteccao da leptospirose canina. Neste trabalho, diversas proteinas
recombinantes de L. interrogans foram avaliadas quanto ao potencial diagnéstico
nos formatos de ensaio imunoenzimatico (ELISA) e dot blot, utilizando um banco de
soros caninos caracterizados por MAT e ELISA de antigeno bruto. Através de
analises tipo checkerboard, as proteinas rLigBrep e rLipL32 demonstraram melhor
desempenho e foram selecionadas para a analise de soros individuais. Na analise
de soros individuais por ELISA-IgG, rLigBrep apresentou os melhores resultados,
com sensibilidade 70% e especificidade de 100%, o que é considerado um
desempenho promissor. No dot blot com soros individuais, rLigBrep apresentou
sensibilidade de 82% e especificidade de 64% para o grupo de cdes vacinados,
porém a especificidade caiu para 25% com o0 grupo de animais nao vacinados.
Esses valores foram obtidos com um numero limitado de soros e devem ser
validados com um numero maior. Existem limitacdes nos resultados de ambos os
testes, as condicbes de utlizacdo desses antigenos ainda necessitam
aprimoramento.

Palavras-chave: Leptospirose. Diagnostico. Leptospirose canina. LigBrep. LipL32



Abstract

PHILIPPSEN, Francine Rodrigues. Fase inicial do desenvolvimento de um teste
diagnostico de leptospirose canina. 2012. 56f. Trabalho de Conclusédo de Curso
— Curso de Bacharelado em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas.

Leptospirosis is a serious infectious disease caused by pathogenic species of
the Leptospira genus, which affects humans and animals. More than 500,000 cases
of severe leptospirosis are reported each year, with fatality rates exceeding 10%.
Human leptospirosis is commonly acquired from an animal source. Almost every
mammal worldwide has been shown to be a carrier of leptospires, including domestic
animals, mainly as dogs, cattle and swine. Dogs are considered to be the second
most important source of infection for humans, due to their close contact with them.
The microscopic agglutination test (MAT), the standard test for the diagnosis of
leptospirosis, is laborious and requires paired serum samples. Moreover, this test
uses live leptospires as antigens, imposing difficulty in antigen standardization and
represents a potential risk to laboratory personnel. There is an urgent need to
develop a rapid and sensitive diagnostic test that can be used for routine laboratory
diagnosis to detect canine leptospirosis. In this work, several recombinant proteins
from L. interrogans were evaluated for diagnostic potential in ELISA and dot blot
formats, using a canine serum bank previously characterized by MAT and whole-cell
ELISA. Following checkerboard analysis, the rLigBrep and rLipL32 performed better
and were selected for further analysis using individual sera. The analysis of individual
sera by ELISA-IgG, rLigBrep showed promising results, 70% sensitivity and 100%
specificity. In the dot blot using individual sera, rLigBrep had a sensitivity of 82% and
specificity of 64% for the group of vaccinated dogs, but the specificity decreased to
25% with sera from the group of unvaccinated animals. These results were obtained
with a limited number of sera and should be validated with a larger number of serum
samples. There are limitations in the results of both tests, and the conditions for use
of these antigens still need improvement.

Keywords: Leptospirosis. Diagnosis. Canine leptospirosis. LigBrep. LipL32
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1. INTRODUCAO

A leptospirose, uma zoonose de distribuicdo global, é hoje reconhecida como
uma grave doenca infecciosa negligenciada (VIJAYACHARI et al., 2008). O maior
impacto da doenca ocorre entre populacbes empobrecidas de paises em
desenvolvimento e regifes tropicais, onde a inadequacao das instalacdes sanitarias
e periodos de enchente constantes favorecem a transmisséo da doenca (MCBRIDE
et al., 2005). Em paises desenvolvidos, a leptospirose € considerada uma doenca
primariamente ocupacional (KO et al., 2009). Mundialmente séo reportados mais de
500.000 casos severos por ano, com indices de mortalidade excedendo 10% (WHO,
1999; PAPPAS et al., 2008; WHO, 2011).

A doenca é causada por espiroquetas patogénicas do género Leptospira, 0
gual também inclui espécies saprofitas (LEVETT, 2001). A leptospirose humana é
geralmente contraida pelo contato direto com animais reservatorios ou indireto,
através de agua ou solo contaminado com a urina desses animais. Dentre o0s
reservatérios, o rato é destacado como o principal transmissor da leptospirose para
humanos, principalmente no ambiente urbano (FAINE et al., 1999). Entretanto, os
cdes também sdo importantes reservatorios (LEVETT, 2001; WHO e ILS, 2003;
BROWN e PRESCOTT, 2008), sendo considerados como a segunda principal fonte
de infec¢do para o homem, ja que vivem em estreito contato com humanos (BROD
et al.,, 2005). Atualmente, ndo ha um método de prevencdo eficaz para a
leptospirose. As vacinas disponiveis para uso veterinario induzem uma protecao de
curta duracéo e sorovar-especifica (ADLER e DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010).

A auséncia de um diagnéstico laboratorial adequado é a principal barreira
para a implementacdo de medidas de saude publica apropriadas para leptospirose
humana e animal (MCBRIDE et al., 2005). A antibioticoterapia, quando iniciada
precocemente, pode reduzir os sintomas e duragdo da doenca (GRIFFITH et al.,
2006; SUPUTTAMONGKOL et al.,, 2010; SYKES et al.,, 2011) porém, os testes
disponiveis atualmente ndo apresentam sensibilidade adequada para a deteccéo da
leptospirose em fase inicial (MCBRIDE et al., 2005; GOLDSTEIN, 2010). O MAT é
considerado o teste de referéncia no diagndéstico de leptospirose, contudo, é um
teste complexo de controlar, executar e interpretar (LEVETT, 2001). Embora o teste

tenha bom desempenho com soros pareados, a sensibilidade do teste cai
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drasticamente para a deteccdo da doenca na fase aguda. Assim, o resultado do
teste tem pouco ou nenhum impacto no tratamento do paciente humano ou animal
(MCBRIDE et al., 2005). Os ensaios sorologicos baseados em antigeno bruto
disponiveis, apenas para diagndstico humano, também apresentam baixa
sensibilidade durante a fase aguda (BAJANI et al., 2003; MCBRIDE et al., 2007).

Uma necessidade critica na abordagem da leptospirose canina é um teste
diagnodstico que identifigue os animais positivos durante a fase inicial da doenca e
que forneca resultados rapidos. Dessa forma, médicos veterinarios tém a
possiblidade de tomar decisGes efetivas quanto a terapia e manejo, trazendo
diversos beneficios tanto para animais como para a saude publica (HARTSKEERL et
al., 2011). O uso de proteinas recombinantes em testes sorologicos rapidos ou no
formato ELISA permite uma analise mais especifica, uma vez que 0s antigenos
recombinantes sao purificados. Ainda, através destes testes, podem ser avaliados

um grande numero de soros de maneira rapida.

Este trabalho representa a fase inicial de desenvolvimento de um teste
diagndstico para leptospirose canina, utilizando proteinas recombinantes. Através da
utilizacdo de um banco de soros caninos ja caracterizados, dez proteinas
recombinantes de L. interrogans foram analisadas quanto ao potencial de uso em
diagndstico nos formatos ELISA e dot blot. Este ultimo formato visando, futuramente,

o desenvolvimento de um teste diagndstico rapido.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Etiologia e Epidemiologia

A leptospirose € uma zoonose de distribuicdo global, reconhecida hoje como
uma doenca infecciosa emergente (BHARTI et al., 2003; VIJAYACHARI et al., 2008).
Registros de surtos na Nicardgua (TREVEJO et al., 1998), Brasil (KO et al., 1999;
SOUZA et al., 2011), sudeste da Asia (TANGKANAKUL et al., 2000), Estados
Unidos (MORGAN et al., 2002; STERN et al., 2010) e india (SHARMA et al., 2006),
bem como o surgimento de uma forma clinica mais letal, a sindrome hemorragica
pulmonar grave (SEGURA et al., 2005; GOUVEIA et al., 2008) contribuiram para o
alerta em torno da doenca. Trata-se de uma doenca negligenciada, que afeta
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principalmente populacdes pobres de paises em desenvolvimento e regides tropicais
(MCBRIDE et al., 2005). E uma doenca endémica em moradores de zonas rurais,
expostos a ambientes contaminados com urina de reservatérios animais domésticos
e selvagens. Além disso, a leptospirose € um grande problema nas favelas, onde a
falta de saneamento basico cria condicdes para a transmissdo da doenca por meio
de roedores (JOHNSON et al., 2004; RILEY et al., 2007; REIS et al., 2008).

No Brasil, mais de 10.000 casos de leptospirose s&o confirmados
anualmente, com surtos surgindo durante os periodos de enchentes (MCBRIDE et
al., 2005; SECRETARIA VIGILANCIA EM SAUDE e MINISTERIO DA SAUDE,
2007). Mundialmente séo reportados mais de 500.000 casos severos por ano, com
indices de mortalidade excedendo 10% (WHO, 1999; PAPPAS et al., 2008; WHO,
2011). Sabe-se, porém, que esses numeros sao subestimados. Frequentemente 0s
sintomas leves ndo sédo detectados ou séo atribuidos a outras doencas (KO et al.,
1999; LEVETT, 2001). Além disso, a qualidade e disponibilidade de testes de
diagndsticos, bem como de laboratérios de diagnostico especializados e sistemas de
vigilancia, variam amplamente entre paises e muitas vezes estdo ausentes
(HARTSKEERL et al., 2011). Em paises desenvolvidos a leptospirose se apresenta
principalmente como uma doenca ocupacional, que afeta fazendeiros, funcionarios
de abatedouros, veterinarios, mineradores, entre outros (MCBRIDE et al., 2005).
Nos ultimos anos, porém, surtos durante eventos esportivos, atividades recreativas,
turismos de aventura e desastres naturais, ressaltam a capacidade da leptospirose
tornar-se um problema publico de saude em cenérios ndo tradicionais (KO et al.,
2009).

A leptospirose também €& um problema para a saude animal, causando
impacto econdmico principalmente por acarretar falhas reprodutivas. Normalmente a
leptospirose animal ndo € monitorada regularmente, ja que a vigilancia so é feita
rotineiramente para doencas endémicas para as quais existem programas de
controle (HARTSKEERL et al., 2011).

2.2 Microbiologia, Genoma e Taxonomia

As leptospiras sdo bactérias da ordem Spirochaetales, familia Leptospiraceae

e género Leptospira, o qual compreende tanto espécies patogénicas quanto
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saprofitas. Leptospiras possuem cerca de 0,1 um de didametro e 6-20 um de
comprimento, sdo altamente mdveis e possuem extremidades caracteristicas em
forma de gancho (FAINE et al., 1999). Seu metabolismo é aerdbio obrigatorio, com
uma temperatura O6tima de crescimento entre 28 e 30°C (LI et al, 2000;
EVANGELISTA e COBURN, 2010). Crescem em meio enriquecido com vitaminas
Bl e B12, acidos graxos de cadeia longa e sais de amonio (FAINE et al., 1999). Ha
descricao de crescimento de leptospiras em meios contendo tanto soro ou albumina
com polissorbato quanto em meios sintéticos isentos de proteina. Atualmente, o
meio liquido mais utilizado é o Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH),
baseado em acido oléico, polissorbato (Tween) e albumina de soro bovino (BSA).
Além do meio liquido, sdo utilizados o meio semissolido e o meio sdlido, o qual tem
o0 acréscimo de agar, empregados, respectivamente, para a manutencdo por
periodos mais prolongados de cultura (de 15 a 30 dias) e para isolamento de
colénias (FAINE et al., 1999; ADLER e DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010).

As leptospiras possuem uma estrutura de dupla membrana comum em
bactérias Gram-negativas, cuja membrana externa possui grande quantidade de
proteinas e lipopolissacarideo (LPS) (BHARTI et al., 2003; VIJAYACHARI et al.,
2008). O LPS associado a membrana externa € o principal responsavel pela
variabilidade de sorovares. Na membrana também estdo associadas diferentes
lipoproteinas, como LipL32 (HAAKE et al., 2000), LipL41 (SHANG et al., 1996) e as
proteinas Lig (Leptospiral immunoglobulin-like) (MATSUNAGA et al.,, 2003). No
espaco periplasmatico, h4 uma camada de peptidoglicano associado a membrana
interna, e dois endoflagelos ou filamentos axiais com insercfes polares,
responsaveis pela alta motilidade da bactéria (BHARTI et al., 2003; WOLGEMUTH
et al., 2006; ADLER e DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010).

Até 1989, o género Leptospira era dividido em duas espécies, L. interrogans,
gue compreendia todas as cepas patogénicas, e L. biflexa, que incluia todas as
cepas ndo patogénicas. Pela classificagdo atual, baseada em andlise de hibridizacdo
de DNA, o género Leptospira inclui nove espécies patogénicas, cinco espécies
intermediarias e seis saproéfitas (SMYTHE et al.,, 2012). Existe uma segunda
classificacdo, sorolégica, baseada na heterogeneidade estrutural do componente
carboidrato do LPS, que categoriza todas as espécies em cerca de 300 sorovares
(FAINE et al., 1999; LEVETT, 2001; ADLER e DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010).
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Por conveniéncia, os sorovares antigenicamente relacionados sao agrupados em
sorogrupos. A classificacdo em sorogrupos e sorovares nao indica relacao
taxonbmica entre as cepas, ja que um sorovar (definido por anticorpos contra seu
antigeno LPS) pode pertencer a mais de uma espécie e membros do mesmo grupo
genético ndo necessariamente pertencem ao mesmo sorogrupo (BHARTI et al.,
2003; LEVETT, 2003). Embora ndo tenha valor taxondmico, a sorotipagem de
leptospiras € importante para investigacdes clinicas e epidemiologicas, fornecendo
pistas dos reservatorios animais envolvidos na transmissdo do patégeno (LEVETT,
2001; KO et al., 2009).

Grandes avancos no entendimento de Leptospira spp. e de seus mecanismos
de patogénese tém sido possiveis em funcdo do recente sequenciamento de cinco
espécies de Leptospira. Foram sequenciados o0os genomas de trés espécies
patogénicas, L. interrogans (REN et al., 2003; NASCIMENTO et al., 2004), L.
borgpetersenii (BULACH et al., 2006) e L. santarosai (CHOU et al., 2012), uma
espécie patogénica intermediéria, L. licerasiae (RICALDI et al., 2012), e uma espécie
saprofita, L. biflexa (PICARDEAU et al., 2008). O genoma das leptospiras €
caracterizado por um conteudo G+C de 35-41,8% dependendo da espécie, com um
tamanho de 3,9-4,6 Mb (NASCIMENTO et al.,, 2004; BULACH et al., 2006;
PICARDEAU et al., 2008; CHOU et al., 2012; RICALDI et al., 2012). As espécies
patogénicas possuem dois cromossomos circulares (Cl e CIl), enquanto que a
espécie saprofita possui um terceiro replicon com apenas 74kb, denominado de p74
(PICARDEAU et al.,, 2008). Uma analise comparativa entre oito genomas de
Leptospira spp. demonstrou a existéncia de um core do genoma leptospiral
compreendendo 1547 genes, além de 452 genes conservados restritos a espécies
patogénicas (incluindo L. licerasiae), e que provavelmente estdo relacionados a
patogénese (RICALDI et al., 2012).

2.3 Transmissao

Os animais podem ser divididos em hospedeiros de manutencdo e
hospedeiros acidentais. Os sorovares de Leptospira spp. apresentam preferéncias
especificas, porém ndo exclusivas, de hospedeiros. Os ratos, por exemplo, sao

hospedeiros de manutencdo do sorogrupo Icterohaemorrhagiae (BHARTI et al.,
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2003). Os sorovares geralmente causam uma infeccdo crbnica e assintomatica em
seus animais reservatorios, para os quais estdo altamente adaptados, mas causam
a doenca em hospedeiros acidentais (KO et al, 2009). Os humanos s&o
considerados hospedeiros acidentais, embora estudos recentes demonstrem que
podem desenvolver leptospiriria assintomatica em ambientes com elevada

transmissao de leptospirose (GANOZA et al., 2010).

A doenca € mantida na natureza pela infeccéo cronica dos tubulos renais dos
hospedeiros. Quase todos os mamiferos podem ser portadores, incluindo animais de
rebanho, domésticos e selvagens. As leptospiras sdo excretadas na urina dos
animais reservatérios para 0 meio ambiente, onde podem sobreviver por periodos
prolongados (CHANG et al., 1948; SMITH e SELF, 1955; KARASEVA et al., 1973). A
infeccdo ocorre diretamente pela exposi¢cdo de mucosas ou pele lesada a urina ou
material biolégico contaminado ou, ainda, indiretamente, pela exposicdo a ambientes
contaminados com urina de animais infectados, como agua, solo e alimentos
(HARTSKEERL et al., 2011). A transmisséo entre os hospedeiros de manutencao
geralmente ocorre por contato direto (LEVETT, 2001).

No Brasil, a maioria dos casos urbanos é devido a infeccdo pelo sorovar
Copenhageni, o qual é associado ao reservatorio Rattus norvegicus, o rato
doméstico (KO et al., 1999; ROMERO et al., 2003; DIAS et al., 2007; REIS et al.,
2008). Em geral, o rato € considerado o principal reservatério responsavel pela
transmissao da leptospirose no ambiente urbano (VINETZ et al., 1996; FAINE et al.,
1999; ADLER e DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010). Porém, os cdes também séao
reservatorios importantes (LEVETT, 2001; WHO e ILS, 2003; BROWN e
PRESCOTT, 2008), sendo considerados a segunda principal fonte de infec¢ao para
o0 homem (BROD et al., 2005). A importancia dos cdes como reservatérios se deve
ao estreito contato entre esses animais e humanos e pela capacidade dos cées de
eliminar leptospiras na urina durante varioS meses mesmo sem apresentar sinais
clinicos e, em alguns casos, mesmo sendo vacinados. A transmissdo do sorovar
Icterohaemorrhagiae de cées imunizados para humanos ja foi reportada (FEIGIN et
al.,, 1973; ADLER e DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010). Ainda, cdes vacinados
podem ser portadores de outros sorovares que nao aqueles presentes na vacina

comercial (PRESCOTT, 2008). Deste modo, faz-se necessaria uma constante
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vigilancia epidemiolégica para que sorovares prevalentes em uma regido sejam

inclusos na vacina.

2.4 Manifestacdes Clinicas

A leptospirose apresenta um amplo espectro de manifestacdes clinicas,
muitas das quais sao similares as de outras doencgas, como gripe, hepatite, dengue,
febre amarela, malaria, brucelose, borreliose, entre outras. Por isso, muitas vezes é
diagnosticada como outra doenca, contribuindo para sua negligéncia (KO et al.,
1999; LEVETT, 2001; HARTSKEERL et al., 2011). Os sintomas da doenca variam
de brandos a graves, potencialmente fatais, dependendo de fatores como o sorovar
infectante, imunidade do hospedeiro e dose infectante (MCBRIDE et al., 2005). O
periodo de incubacdo normalmente € de 7-14 dias, podendo variar de 2-30 dias
(FAINE et al., 1999). Estima-se que cerca de 90% das infec¢des por Leptospira spp.
sdo subclinicas ou resultam em doenca febril branda e autolimitada (LEVETT, 2001).
Na doenca branda ou anictérica, os sintomas mais comuns sdo febre, cefaleia e
mialgia, os quais podem ser acompanhados por outros sintomas ndo especificos

como nausea e vomito, diarreia e tosse nao produtiva (RICALDI e VINETZ, 2006).

Contudo, uma menor proporcdo dos casos desenvolve varias complicacdes
em funcdo do envolvimento de multiplos 6rgdos. As manifestacbes severas da
leptospirose incluem qualquer combinacdo de ictericia, insuficiéncia renal,
hemorragia (principalmente pulmonar), miocardite e hipotensdo refrataria a
reposicao volémica. Outras complicacbes sdo meningite asséptica e envolvimento
ocular, incluindo uveite (RICALDI e VINETZ, 2006). A leptospirose humana severa é
caracteristicamente vista em infec¢cdes pelos sorovares Icterohaemorrhagiae,
Copenhageni, Lai e outros. As fontes de infeccdo sdo geralmente ratos e outros
roedores (ADLER e DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010). Dois quadros graves da
doenca se destacam: a doenca de Weil, caracterizada por ictericia, disfuncéo renal,
hemorragia e esplenomegalia, com taxa de fatalidade acima de 10%; e a sindrome
pulmonar hemorragica grave associada a leptospirose caracterizada por pneumonite
e sangramento pulmonar macico, com fatalidade superior a 50% (SEGURA et al.,
2005; GOUVEIA et al., 2008).
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Em cées foram identificadas quatro sindromes: ictérica, hemorragica, urémica
(Doenca de Stuttgart) e reprodutiva (aborto e filhotes prematuros ou fracos).
Tipicamente a leptospirose em cdes se apresenta com febre, ictericia, vomito,
diarreia, fraqgueza muscular, desidratacdo, coagulacao intravascular disseminada,
uremia causada por faléncia renal, hemorragias e morte (VAN DE MAELE et al.,
2008; ADLER e DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010). Em bovinos e suinos, os sinais
de leptospirose incluem falha reprodutiva, aborto, natimortos, mumificacdo fetal,
leitdes ou bezerros fracos e agalactia (ELLIS, 1984; ADLER e DE LA PENA
MOCTEZUMA, 2010). Em equinos, além de manifestacbes reprodutivas, a
leptospirose frequentemente gera uma manifestacdo crbénica, a Uveite Recorrente
Equina (URE), uma das causas mais comuns de cegueira nessa espécie (GILGER e
MICHAU, 2004). A uveite recorrente, contudo, ndo ocorre exclusivamente em

equinos e pode ocorrer ocasionalmente em humanos (RATHINAM, 2005).

2.5 Patogénese

As leptospiras penetram a pele lesada e membranas mucosas, rapidamente
se multiplicam no sangue (leptospiremia) e estabelecem uma infeccdo sistémica,
através do cruzamento de barreiras teciduais e por disseminacdo hematégena
(FAINE et al.,, 1999; KO et al., 1999). Embora sejam consideradas patdégenos
extracelulares, as leptospiras virulentas sdo capazes de aderir e invadir células do
hospedeiro in vitro (LIU et al., 2007) e de translocar rapidamente através de
monocamadas polarizadas de células MDCK (BAROCCHI et al.,, 2002). Dessa
forma, alguns autores especulam que a bactéria possa ter uma fase curta
intracelular, provavelmente atuando na evasao do sistema complemento e de

anticorpos (LI et al., 2010).

As leptospiras possuem mecanismos que as permitem evadir o sistema
imune inato durante a fase inicial da infeccdo. O recrutamento do Fator H para a
superficie bacteriana, mediado por proteinas LenA e LenB (STEVENSON et al.,
2007), ou de C4BP, mediado por LcpA (BARBOSA et al., 2010), promove um efeito
inibitério e evasédo do sistema complemento (FRAGA et al., 2011). Recentemente foi
demonstrado que a proteina LigB é capaz de ligar reguladores do complemento,

possivelmente atuando juntamente com LenA, LenB e LcpA na evaséo do sistema
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complemento (CASTIBLANCO-VALENCIA et al., 2012; CHOY, 2012). Além disso,
diversos possiveis mecanismos envolvidos na capacidade das leptospiras de
sobreviver e colonizar os rins foram sugeridos, como a quantidade aumentada de
antigeno O no LPS em rins cronicamente infectados (NALLY et al., 2005), reducéo
da expressdo de proteinas antigénicas (MONAHAN et al.,, 2008) e formacao de
biofilmes (RISTOW et al., 2008).

2.6 Tratamento e Controle

O tratamento da leptospirose é baseado em antibioticoterapia e medidas de
suporte direcionadas aos 0rgdos acometidos, principalmente pulmbes e rins
(BHARTI et al., 2003). O papel da antibioticoterapia no tratamento da leptospirose
humana é controverso (DAHER e NOGUEIRA, 2000; COSTA et al., 2003). Contudo,
varios relatos de caso apontam uma reducdo na duracdo da doenca quando uma
antibioticoterapia adequada € realizada durante a fase inicial (dentro de 2-4 dias)
(GRIFFITH et al., 2006; PAPPAS e CASCIO, 2006; SUPUTTAMONGKOL et al.,
2010). Em pacientes com doenca severa, a administracdo tardia também resultou
em eficiéncia clinica e reducdo da mortalidade (WATT et al., 1988). A Organizacéo
Mundial da Saude recomenda o tratamento com antibiéticos aos pacientes humanos
assim que houver suspeita de leptospirose, preferencialmente até o quinto dia apés
o inicio da doenca. Casos severos devem ser tratados com altas doses de penicilina
intravenosa e casos menos severos podem ser tratados com antibiéticos orais, como
amoxicilina, ampicilina, doxiciclina ou eritromicina. Cefalosporinas de terceira
geracdo, tais como ceftriaxona e cefotaxima, e quinolonas também parecem ser
eficazes (WHO e ILS, 2003).

Em funcdo de sua epidemiologia complexa, o controle da leptospirose se
torna complicado e dependente das condi¢cdes locais. Em geral, prevencdo e
controle devem ser direcionados a fonte de infeccéo, a via de transmisséao entre a
fonte de infeccdo e 0 hospedeiro humano ou a infecgdo humana. O controle da fonte
de infeccdo pode ser feito pela identificacdo e controle das espécies animais
responsaveis pelas infeccbes em determinada é&rea. Essa medida é bastante
complexa, ja que existem muitas espécies reservatério e algumas populacdes, como

as de roedores, sdo numerosas. Outra medida mais simples é a imunizacéo de cées
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e animais de criacdo. A interrupcdo da transmissao ocorre evitando contato com
animais infectados, sua urina ou, ainda, ambientes contaminados. Dessa maneira, a
melhoria das condi¢Bes de higiene sdo de extrema importancia. Quando apropriado,
devem ser utilizadas vestimentas de protecdo, como luvas, botas e 6culos (WHO e
ILS, 2003; HARTSKEERL et al., 2011).

As vacinas podem ser usadas como uma medida de prevencao, através da
imunizacdo de seres humanos ou dos animais reservatérios. Contudo, as vacinas
existentes atualmente contra leptospirose sdo bacterinas compostas por um painel
limitado de sorovares locais, as quais conferem uma prote¢do de curta duracao e
sorovar-especifica, além de haver efeitos colaterais (ADLER e DE LA PENA
MOCTEZUMA, 2010). A necessidade de inclusdo de sorovares locais foi
evidenciada em Cuba na década de 1990, quando um surto nacional provocado pelo
sorovar Ballum obrigou a reformulacdo da vacina cubana para a inclusdo desse
sorovar (MARTINEZ et al., 2004). Em func&o dessas limita¢cdes, a vacina humana s6
€ liberada em alguns paises, como China, Japdo, Cuba, Franca e RUssia
(DELLAGOSTIN et al., 2011; HARTSKEERL et al., 2011).

A vacina veterinaria, por outro lado, € utilizada globalmente em cées, bovinos
e suinos, sendo parcialmente eficaz, em funcdo da imunidade restrita aos sorovares
da vacina e a potencial presenca de sorovares locais ndo inclusos na vacina. Ainda,
em alguns casos, a vacina pode ser capaz de proteger 0os animais contra a doenca,
porém ndo impede a leptospirdria e consequente transmissdo ao homem (ADLER e
DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010). Um programa de vacinacao adequado requer
estudos epidemiologicos constantes a fim de avaliar os diferentes sorovares
presentes em uma determinada populacdao (BHARTI et al., 2003). Nos Estados
Unidos, por exemplo, recentemente foram inclusos na vacina canina 0s sorovares
Pomona e Grippotyphosa, além dos habituais Canicola e Icterohaemorrhagiae, em
fungcdo da crescente incidéncia de infecgbes caninas com estes sorovares
(GOLDSTEIN, 2010; SYKES et al., 2011).
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2.7 Diagnéstico Laboratorial

Um pré-requisito para o controle de doencas infecciosas € a disponibilidade
de testes de diagndstico confiaveis, sensiveis, de baixo custo e facil execucéo
(HARTSKEERL et al., 2011). Atualmente, nenhum dos testes disponiveis para o
diagndstico de leptospirose preenche adequadamente todos esses requisitos. Ainda,
a selecdo correta do tipo de amostra, execucdo e interpretacdo correta dos
resultados dos testes sdo fundamentais. Os diferentes métodos utilizados em
laboratério sao classificados amplamente em bacteriolégico, microscopico,
sorolégico e molecular (BHARTI et al., 2003). As técnicas mais comumente

utilizadas sdo descritas abaixo.
2.7.1 Isolamento da Bactéria

A deteccao de leptospiras através de cultivo consiste em um diagndstico
definitivo. Leptospiras podem ser isoladas de sangue e liquido cefalorraquidiano
durante os primeiros 7-10 dias de doenca, e de urina durante a segunda e terceira
semana (BHARTI et al.,, 2003). O isolamento requer que as amostras sejam
recentes e coletadas preferencialmente antes do tratamento com antibidtico.
Dependendo do nivel de contaminacao utiliza-se 5-fluorouracil ou outros agentes
antimicrobianos seletivos para inibir contaminantes (FAINE et al., 1999; LEVETT,
2001). O cultivo deve ser incubado por pelo menos 13 semanas a 28-30 °C, com
verificagcbes semanais em microscopia de campo escuro para que as culturas
possam ser consideradas negativas. Por isso, o cultivo ndo é atil como teste de
rotina no diagndstico de pacientes individuais, porém é muito importante para
propoésitos epidemiologicos (ADLER e DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010).

2.7.2 Testes Soroldgicos

O teste mais utilizado e de referéncia para o diagndéstico sorolégico de
leptospirose, tanto humana quanto animal, € o MAT. Nesse teste, o0 soro do paciente
€ misturado com suspensfes de leptospiras vivas de diferentes sorovares
individualmente. A reacdo de aglutinacdo entre os anticorpos presentes no soro do
paciente e o antigeno O do LPS das bactérias é observada ao microscépio e sao
determinados os titulos de diluicdo do soro ainda com aglutinacdo de pelo menos

50% das bactérias (LEVETT, 2001). O critério para considerar o resultado indicativo
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de infe¢ao atual varia. O CDC recomenda a utilizagado de um titulo 2200 para definir
um provavel caso, com uma doenca clinicamente compativel (CDC, 1997). Em areas
onde a leptospirose é endémica, um titulo unico 2800 em pacientes sintomaticos é
considerado indicativo de leptospirose (KO et al., 1999), Um aumento de quatro
vezes ou mais no titulo entre soros pareados confirma o diagndstico,

independentemente do intervalo de tempo entre as amostras (LEVETT, 2001).

Embora tenha sensibilidade superior a 92% e especificidade superior a 95%
com soros pareados, esses valores caem drasticamente para a deteccédo da doenca
na fase aguda (MCBRIDE et al.,, 2005; PALANIAPPAN et al., 2007). Assim, o
resultado do teste tem pouco ou nenhum impacto no tratamento do paciente, ja que
h& necessidade de coleta de uma amostra de soro durante a segunda semana da
doenca. Ainda, o diagndstico de leptospirose animal é afetado pela dificuldade do
MAT em discriminar anticorpos resultantes de infeccéo ou vacinacéo, resultando em
falsos-positivos (ADLER e DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010).

O MAT é um teste complexo de controlar, executar e interpretar, havendo
muita variacdo dos resultados entre laboratérios. A gama de antigenos utilizados
deve incluir sorovares representativos de todos os sorogrupos e de todos os
sorovares localmente presentes. Culturas vivas de todos os sorovares inclusos no
teste devem ser mantidas, necessitando verificacdo peridédica e oferecendo riscos
aos manipuladores (LEVETT, 2001). Ressalta-se ainda que o MAT é considerado
um teste sorogrupo-especifico, podendo indicar os sorogrupos prevalentes em uma
populacdo. Porém, apesar de ser usado na predicao do sorovar infectante de casos
individuais, estudos indicam que o MAT nao é suficientemente sensivel para tal
finalidade (LEVETT, 2003).

Outros testes sorolégicos que utilizam antigenos de célula inteira estao
comercialmente disponiveis, primariamente ensaios de deteccdo de IgM. A maior
parte utiliza extratos brutos de células inteiras lisadas como antigeno em testes de
ELISA ou em formatos rapidos como dot blot, dipstick, Western blot, lateral flow e
aglutinacdo em latex. Avaliagcbes amplas desses testes encontraram sensibilidade
variando de 28-72% para fase aguda e 75-94% para fase convalescente e
especificidade de 10-99% (WINSLOW et al., 1997; SMITS et al., 1999; SMITS et al.,
2000; LEVETT et al.,, 2001; EFFLER et al., 2002; LEVETT e BRANCH, 2002;
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VIJAYACHARI et al., 2002; BAJANI et al.,, 2003; SEHGAL et al., 2003; HULL-
JACKSON et al, 2006; MCBRIDE et al, 2007). O desempenho varia
significativamente entre regides geograficas, enfatizando a necessidade de
validacdo desses testes para diferentes situacdes epidemiolégicas (MCBRIDE et al.,
2007).

Testes soroldgicos utilizando proteinas recombinantes sdo amplamente
utilizados para o diagnéstico de outras infec¢des por espiroquetas, como doenca de
Lyme e sifilis. Sabe-se que pacientes com leptospirose apresentam uma resposta
robusta de anticorpos contra proteinas de Leptospira spp. no inicio da infeccao
(GUERREIRO et al., 2001). Ainda, estudos recentes tém permitido identificar novas
proteinas de membrana externa (OMPs) e lipoproteinas (CULLEN et al., 2005;
PINNE e HAAKE, 2009; PINNE et al., 2012), um passo essencial para a busca de
antigenos para desenvolvimento de um teste diagndstico. Algumas destas proteinas,
como LipL36, LipL42, LipL32, GroEL, Loa22, familia das proteinas Len e Lig, tém
sido testadas em diferentes formatos de testes soroldgicos, alguns com resultados
promissores (ADLER et al., 2011).

As proteinas de superficie da familia Lig (LigA, LigB e LigC) (MATSUNAGA et
al., 2003) tém se mostrado candidatos promissores para diagnostico. Os genes lig
possuem regifes altamente conservadas e estdo presentes apenas em leptospiras
patogénicas (CERQUEIRA et al., 2009; MCBRIDE et al., 2009). As proteinas Lig sdo
expressas durante a infeccdo do hospedeiro e induzem alta resposta imune tanto em
humanos quanto animais. Comparado com outros antigenos, como LipL32, LipL41 e
GroEL, uma porcéo da proteina LigB demonstrou um desempenho superior para a
deteccdo de pacientes com leptospirose em fase aguda (CRODA et al., 2007).
Recentemente, um teste do tipo Dual Path Platform (DPP) utilizando antigenos Lig
recombinantes para aplicagdo no diagnéstico rapido (point-of-care) de leptospirose
humana, obteve sensibilidade similar ao teste IgM-ELISA (NABITY et al., 2012).

A lipoproteina LipL32, o antigeno mais abundante e imunodominante no perfil
de proteinas das leptospiras, € altamente conservada em espécies patogénicas e
ausente em espécies sapréfitas (HAAKE et al., 2004), além de ser um alvo de
resposta imune durante infeccdo natural por leptospiras (HAAKE, 2000; HAAKE e
MATSUNAGA, 2010). A utilidade dessa proteina ja foi reportada em diversos
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ensaios soroldgicos, para a deteccdo de leptospirose humana (FLANNERY et al.,
2001; DEY et al., 2007a; DEY et al., 2008; CHALAYON et al., 2011), bovina (Bomfim
et al., 2005) e canina (DEY et al., 2004; DEY et al., 2007a; DEY et al., 2007b;
ABDOEL et al.,, 2011), com sensibilidades e especificidades entre 90 e 100% em
fase convalescente ou em soros com titulo no MAT=100. Porém, sensibilidades de
56% séo reportadas para deteccdo na fase aguda em humanos (FLANNERY et al.,
2001).

2.7.3 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Vérios protocolos de PCR para amplificacdo de DNA de leptospiras a partir de
diferentes amostras clinicas foram descritos, a maior parte obtendo alta
sensibilidade (ADLER e DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010). Contudo, dois
protocolos ganharam maior aceitacdo e foram difundidos em funcdo de extensiva
avaliacdo em estudos clinicos (BROWN et al., 1995; MERIEN et al., 1995). Apesar
disso, ambos os protocolos tém limitacdes. Os primers descritos por MERIEN e
colaboradores (1992), amplificam um fragmento de 331pb do rRNA 16S presente
tanto em leptospiras patogénicas quanto saprofitas, o que poderia produzir um
resultado falso-positivo. O protocolo descrito por GRAVEKAMP e colaboradores
(1993) e avaliado por Brown et al. (1995) necessita a utilizacdo de dois pares de
primers para a deteccdo de todos o0s sorovares patogénicos. Um aumento de
sensibilidade tem sido obtido através de PCR em tempo real, utilizando sondas
TagMan (STODDARD et al.,, 2009) ou SYBR Green (AHMED et al., 2009). No
diagnéstico de leptospirose canina a PCR jA € empregada, porém com cautela.
Atualmente ha pouca informacéo com respeito a validade do teste, a sensibilidade e
especificidade. Deste modo, os resultados devem sempre ser interpretados em

conjunto com outros métodos de diagnostico, como o MAT (SYKES et al., 2011).
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliacdo de diferentes abordagens para utilizacdo de proteinas recombinantes de

L. interrogans no desenvolvimento de um teste diagnéstico para leptospirose canina.

3.2 Objetivos Especificos
- Expresséo e purificacdo de antigenos de L. interrogans.

- Avaliacédo de antigenos recombinantes de L. interrogans em dois formatos de teste
diagnostico (ELISA e dot blot) utilizando um banco de soros caninos caracterizado
por MAT e ELISA de antigeno bruto.

- Determinar, por checkerboard, as melhores concentragcbes de antigeno, soro

canino e anticorpo anti-lgG e anti-IgM para utilizagdo no formato ELISA.

- Determinar, por checkerboard, as melhores concentragcdes de antigeno, soro

canino e anticorpo anti-lgG e anti-IgM para utilizacdo no formato dot blot.

- Selecionar antigenos para avaliagdo de soros individuais positivos e negativos para
leptospirose por ELISA e dot blot.
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4. RELATORIO DE ESTAGIO
4.1 Metodologia
4.1.1 Banco de Soros Caninos

Uma colaboragéo entre a Fiocruz-BA e o Hospital Veterinario da Universidade
Metropolitana de Salvador permitiu a obtencdo de um banco de soros caninos
caracterizados por MAT e ELISA de antigeno bruto. O banco € composto de soros
pertencentes a cdes de area endémica para leptospirose e compreende tanto
animais vacinados quanto nao vacinados. O MAT foi realizado utilizando 11
sorovares de Leptospira spp: Autumnalis, Ballum, Bataviae, Copenhageni, Canicola,
Grippotyphosa, Hardjobovis, Hebdomadis, Javanica, Pomona e Panama. Titulos
maiores que 50 foram considerados evidéncia de exposi¢ado prévia. O ELISA utilizou
L. interrogans sorogrupo Icterohaemorrhagiae sorovar Copenhageni como antigeno

e a deteccéo foi realizada com anticorpo anti-lgG.
4.1.2 Expressao e Purificacdo de Proteinas Recombinantes

As proteinas recombinantes empregadas neste trabalho foram produzidas
previamente utilizando o sistema de expressdo heteréloga em Escherichia coli,
conforme descrito anteriormente e indicado na Tabela 1. As proteinas
recombinantes foram purificadas por cromatografia de afinidade ao niquel e
analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). Em seguida
foram dialisadas e concentradas em polietilenoglicol (PEG) e, por fim, quantificadas
através do kit BCA Protein Assay (PIERCE), utilizando albumina sérica bovina (BSA)
como padréao, e em SDS-PAGE pela comparacdo de uma curva de BSA com as
proteinas recombinantes. As proteinas quantificadas foram aliquotadas e

armazenadas a -20 °C.
4.1.3 Western Blot

Os antigenos recombinantes foram submetidos a SDS-PAGE (2ug de cada
antigeno) e em seguida eletrotransferidos para membranas de nitrocelulose através
do sistema iBlot Dry Blotting System (Invitrogen). As membranas foram incubadas
com solucéo de blogueio (solucéo tampao salina-fosfato com 0,05% de Tween 20, o

PBS-T, com 5% [p/v] de leite em p6 desnatado) por 16h a 4 °C. As membranas
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foram lavadas trés vezes com PBS-T entre cada uma das etapas. Apés lavagem, as
membranas foram incubadas com pool de soros caninos positivos ou com pool de
soros negativos, na diluicdo 1:200, durante 1h, a temperatura ambiente, sob
agitacdo. As membranas foram lavadas e em seguida incubadas com anticorpo anti-
IgG canino conjugado com fosfatase alcalina (Rockland) (anti-lgG:AP) na diluicéo
1:1000 por 1h, a temperatura ambiente, sob agitacdo. Novamente as membranas

foram lavadas e finalmente reveladas com o kit AP Conjugate Substrate (Bio-Rad).
4.1.4 Protocolo padréao para execucédo dos ELISAs

Placas de poliestireno de fundo chato NUNC Polysorp (Thermo Scientific)
foram sensibilizadas com antigeno recombinante diluido em tampéo carbonato-
bicarbonato pH 9,6 por 16h a 4°C. A concentragdo Otima de antigeno foi
determinada em diferentes ELISAs do tipo checkerboard. As placas foram incubadas
com solucdo de bloqueio (PBS-T com 1% [p/v] de leite em pé desnatado) por 1h a
37 °C. Foram feitas quatro lavagens das placas com PBS-T entre cada uma das
etapas. Os soros foram diluidos em solugcdo de bloqueio até a concentracéo
desejada, também determinada por checkerboards, adicionados as cavidades (50 pL
em cada poco), em duplicata, e incubados a 37 °C por 1 h. Apés a lavagem,
adicionou-se 0 anticorpo anti-cdo (50 pL/poco), podendo este ser anti-lgG
(Rockland) ou anti-IgM (Jackson ImmunoResearch) conjugados com peroxidase
(anti-lgG:HRP e anti-IgM:HRP), diluidos em solucdo de bloqueio para a
concentracdo desejada e incubados por 1 h a 37 °C. A revelacao foi feita com O-
fenilenodiamina (OPD) e H,0,. Ap6s 15 min a reacéo foi parada com acido sulfarico

4N e lida a 492 nm (Leitor de microplacas modelo MR-96A, Mindray).
4.1.5 Protocolo padrao para execucgédo dos dot blots

A concentracdo desejada de antigeno foi aplicada em membrana de
nitrocelulose (Hybond-ECL, GE Healthcare) respeitando um volume minimo de 2 uL
e maximo de 3,5 pL, sendo que, dentro de um teste individual, utilizou-se 0 mesmo
volume para todos os antigenos. Quando necessério, diluiu-se os antigenos em
PBS. O controle positivo das reagcbes foram células de L. interrogans sorovar
Copenhageni (10° células por ponto) lisadas por aquecimento a 100 °C por 10
minutos. As membranas foram incubadas a 37 °C por 20 min para a secagem e

fixacdo dos antigenos e em seguida bloqueadas com PBS-T com 5% [p/v] de leite
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em po6 desnatado, por 1h a temperatura ambiente, sob agitacdo. Entre cada uma das
etapas as membranas foram lavadas quatro vezes, permanecendo com excesso de
PBS-T por 5 min em cada uma das lavagens. Em seguida, as membranas foram
incubadas individualmente com os soros, diluidos em PBS-T com 1% [p/v] de leite
em po desnatado, por 1h a temperatura ambiente, sob agitacdo. Posteriormente,
foram incubadas com o anticorpo anti-cdo, podendo este ser anti-lgG canino
conjugado com fosfatase alcalina (Rockland) (anti-lgG:AP) ou anti-IgM conjugado
com peroxidase (Jackson ImmunoResearch) (anti-lgM:HRP), diluidos para a
concentracdo desejada em PBS-T com 1% [p/v] de leite em pd 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. Quando necessario, as reacdes
obtidas foram classificadas em quatro graus de desenvolvimento de cor (-, +1, +2 e

+3) e avaliadas por trés leitores, de maneira cega, sendo as médias analisadas.

4.2 Resultados
4.2.1 Selecéo inicial de antigenos

Inicialmente, 15 proteinas recombinantes previamente produzidas (Tabela 1)
foram submetidas a analise em SDS-PAGE 12% visando a selecdo de proteinas
integras, puras e presentes em quantidade suficiente para a realizacdo das etapas
subsequentes, Fig, 1. Foram selecionadas 10 proteinas recombinantes: rLigANI,
rLigBrep, rLigB#9, rLipL32, rOmpL37, rLemA, rFlaAl, FlaB1l produzidas a partir do
DNA genbmico de L. interrogans sorovar Copenhageni, e rLigANI e rLigBctl obtidas
a partir do genoma de L. interrogans sorovar Canicola. Estes antigenos foram

guantificados conforme descrito no item 4.1.2.

Os antigenos selecionados nesta etapa, foram avaliados através de analises
tipo checkerboard, tanto para o formato ELISA quanto dot blot, visando o
estabelecimento das concentragdes 6timas de antigeno, soro e anticorpos anti-IgG e
IgM caninos. Essa avaliagéo foi realizada utilizando um pool de dez soros de cées

saudaveis (negativos por MAT e ELISA de célula inteira) e um pool de dez soros
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caninos positivos para leptospirose (positivos por ELISA de célula inteira e com titulo
no MAT=200).

Tabela 1 - Antigenos disponiveis para avaliagao.

Nome do Fonte Massa Molecular Referéncia
Antigeno (Sorovar) (kDa)*
LigBrep Copenhageni' 54 Silva et al., 2007
LigB 7-9 Copenhageni' 27 LPDI®
LigB 9-11  Copenhageni' 27 LPDI®
LigB #1 Copenhageni* 12 LPDI®
[1340-1448 aa]
Sl Copenhageni' 11 LPDI®
[1478-1578 aa]
LigBctl Canicola? 45 Schuch et al., 2011
LigBct2 Canicola? 45 Schuch et al., 2011
LigBNI Canicola? 52 Schuch et al., 2011
LigANI Canicola? 64 Schuch et al., 2011
LigANI Copenhageni® 63 Silva et al., 2007
LipL32 Copenhageni* 29 Grassmann et al., 20122
LemA Copenhageni’ 17 Hartwig et al., 2011
OmpL37 Copenhageni' 37 Oliveira et al., 2012
FlaAl Copenhageni* 34 Grassmann et al., 2012b
FlaB1 Copenhageni* 32 Grassmann et al., 2012b

'L. interrogans sorovar Copenhageni, cepa Fiocruz L1-130

2L interrogans sorovar Canicola, cepa Honda Utrecht

3Laboratorio de Pesquisa em Doencas Infecciosas — CDTec, UFPel.

"Sem cauda de 6xhis



33

M 2 3 4 5 6 7 8 1 2 M
150 __ _225
120 —150
85 — ow 3 - R —102
60 — . - ' —76
50 —
40 — 3 —52
0 . 5

25

—38
20—

—321
15 —
10 _ -— 17

A B

1: 2 3 A4 5. .6 T8 910 :11:12:13.14 15

64
58
45
37
33

T .—“

Tttt

Cewr

Figura 1. Sele¢do de antigenos recombinantes por SDS-PAGE. A: (M) Marcador de massa molecular
(kDa); (2) rLigANI (L1-130); (3) rLigB 7-9; (4) rLigB 9-11; (5) rLigB #1; (6) rLigB #9; (7) rLigANI; (8)
rLigBrep. B: (1) rFlaAl; (2) rFlaB1; (M) Marcador de massa molecular (kDa). C: (1) BSA 1 ug; (2) BSA
3 ug; (3) BSA 5 ug; (4) BSA 8 ug; (5) BSA 10 pg; (6) rLigBrep; (7) rLigBrep; (8) rLigANI; (9) rLemA;
(10) rOmpL37; (11) rLigBNI; (12) rLigANI (canicola); (13) rLigBct 1; (14) LigBct 2; (15) LipL32. As
aliquotas selecionadas de cada proteina estdo destacadas com asterisco (*).

4.2.2 Expresséao e Purificagcdo de Proteinas

Foram produzidos lotes de rLigBrep e rLipL32 em sistema de expressao
heter6loga em E. coli. A proteina rLipL32 foi expressa na forma solavel e no
tamanho esperado de 30 kDa (Apéndice A, Fig. 1S) e a proteina rLigBrep na forma
insoltuvel, com o tamanho esperado de 58 kDa (Apéndice A, Fig. 2S). O tamanho
esperado inclui a proteina, a cauda 6xHis e a regido do vetor entre a cauda 6xHis e
o local do clonagem (33 aminoacidos no vetor pET100/LigBrep e 3 aminoacidos no
vetor pAE/LipL32). A purificacdo permitiu a obtencdo de proteinas com alto grau de

pureza, Fig. 2.



34

130 —

72 _
v oV €= 58kDa

55 —
43 —

34 _—
30 kDa
2 ceoe -

17 —

Figura 2. Analise de pureza das proteinas recombinantes produzidas. (M) Marcador de massa
molecular (kDa); (2) BSA 1 ug; (3) BSA 3 ug; (4) BSA 5 ug; (5) BSA 8 ug; (6) rLigBrep purificada; (7)
rLigBrep concentrada; (8) rLipL32 purificada; (8-9) rLipL32 concentrada.

4.2.3 Western Blot

A andlise através de Western blot permitiu identificar os antigenos
capazes de ser reconhecidos pelo pool de soros caninos positivos — LigBrep, LigANI
(L1-130), OmpL37, LigBctl, LipL32, FlaAl e FlaBl1 — bem como antigenos
reconhecidos pelo pool de soros positivos e ndo reconhecidos pelo pool soros
negativos — LigBrep, LigANI, LigBctl e FlaAl (Fig. 3). Todas as proteinas foram
reconhecidas no tamanho esperado e com alto grau de pureza, com exce¢ado da
proteina OmpL37, que apresentou bandas adicionais ao tamanho esperado, que

podem ser atribuidas a degradacao ou contaminagdo com proteinas de E. coli.

M 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M 2 3 4 5 6 7 8 9 10

130 — 55 2

35 72 —
55 —
43 —
34 — —
26

55 —
43 —
34 —
26 —

17 —
17 —

A B

Figura 3. Caracterizacdo de antigenos por Western blot com pool de soros caninos. (1) Marcador de
massa molecular; (2) rLigBrep; (3) rLigANI (L1-130); (4) rLigANI (canicola); (5) rOmpL37; (6) rLigBct1;
(7) rLemA; (8) rLipL32; (9) rFlaAl; (10) rFlaBl. A: Reacdo com pool de soros positivos; B: Reacéo
com pool de soros negativos.
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4.2.4 Desenvolvimento do ELISA

As 10 proteinas selecionadas foram avaliadas em diferentes concentracdes
de antigeno por poco, com diferentes diluicdes do pool de soros positivos e de anti-
lgG:HRP e anti-IgM:HRP. Efetuaram-se diluicbes seriadas em escala geométrica de
razdo dois para antigenos e pool positivo. O resultado esperado para esta
abordagem é a diminuicdo da absorbancia acompanhando a diluicdo dos anticorpos
e dos antigenos, demonstrando a especificidade da reacdo. Este cenario foi mais
adequadamente observado em 4 (rLipL32, rLigBrep, FlaAl e FlaBl) das 10
proteinas avaliadas, as quais foram selecionadas para andlises posteriores. A Fig. 4
apresenta o resultado para rLipL32, avaliando os niveis de IgG total no pool de soros
positivos, representativo para esta analise. Fendbmeno semelhante foi observado

também para rLigBrep, rFlaAl e rFlaB1, com anti-IgG:HRP e anti-IlgM:HRP caninos.

Checkerboard rLipL32 (IgG)

Antigeno/poco
375 ng
187 ng

93 ng

46 ng

23 ng

11 ng

Abs 492 nm
L ERERN

i
50 100 200 400 800 1600 3200 6400
Diluigéo do Pool + (Logs)

Figura 4. rLipL32-ELISA tipo checkerboard com pool positivo e anti-lgG:HRP. Diluic6es seriadas em
escala geométrica de razdo dois para antigenos e pool positivo. Diluicao de anti-igG:HRP 1:2500.

Os antigenos rLigBrep e rLipL32 foram produzidos em novo lote (item 4.2.2),
pela necessidade de maior quantidade para a realizacdo dos testes, e avaliados,
juntamente com rFlaAl e rFlaB1 com pool de soros positivos e pool de soros
negativos. Neste checkerboard, as proteinas que apresentaram melhor
desempenho, permitindo uma maior diferenciacdo entre os pools de soros positivos
e negativos, foram rLipL32 e rLigBrep, e seus resultados séo apresentados nas Figs
5eb6.
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Figura 5. rLigBrep-ELISA tipo checkerboard com pool positivo e pool negativo. Avaliacdo e
padronizacdo das concentracdes de rLigBrep (200, 100 e 50 ng) e diluicdo do soro (1:50-1:1600),
pela comparacédo entre um pool de soros positivos (Pool +) e um pool de soros negativos (Pool -). A:
Checkerboard com anti-lgG:HRP . B: Checkerboard com anti-IlgM:HRP
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Figura 6. rLipL32-ELISA tipo checkerboard com pool positivo e pool negativo. Avaliagdo e
padronizacéo das concentracfes de rLipL32 (200, 100 e 50 ng) e diluicdo do soro (1:50-1:1600), pela
comparacao entre um pool de soros positivos (Pool +) e um pool de soros negativos (Pool -). A:
Checkerboard com anti-IgG:HRP . B: Checkerboard com anti-IgM:HRP

Diante dos resultados encontrados nesse checkerboard com pools de soros
negativos e positivos, as proteinas rLipL32 e rLigBrep foram selecionadas para a
proxima fase do desenvolvimento do ELISA com antigeno recombinante. Nessa

fase, foram empregados 10 soros caninos positivos e 10 soros caninos negativos.
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Foram avaliadas duas concentracdes de antigeno na placa e duas diluicdes de
soros individuais. Para rLigBrep, foram utilizadas 50 e 100 ng de antigeno com soros
diluidos 1:100 e 1:200, para teste com o anticorpo anti-lgG (Fig. 7A) e, para anti-
IgM:HRP, foram testadas 100 e 200 ng de antigeno com soros diluidos 1:50 e 1:100
(Fig. 7B). Para rLipL32 foram estabelecidas as concentracdes de 100 e 200 ng de
antigeno e soros diluidos 1:50 e 1:100, para o teste com ambos os anticorpos anti-

isotipos caninos (Fig. 8).

Para rLigBrep as melhores condi¢bes foram encontradas com 100 ng de
antigeno por poco, com os soros diluidos 1:200 e com anti-IgG:HRP. Nesse caso, a
média da absorbancia a 492 nm (Abs,g,) dos soros negativos foi de 0,24 + 0,11
(desvio padrédo [DP]) e o ponto de corte foi igual a média mais duas vezes o DP,
sendo Abss;, = 0,47. Com esse ponto de corte, todos os soros (10/10)
caracterizados como negativos foram identificados como negativos e 7/10 dos soros

positivos foram identificados como positivos (Fig. 7A).
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Figura 7. Desempenho de rLigBrep frente a soros individuais. A: Resultado para 100 ng de antigeno
por poco, com soros diluidos 1:100 e 1:200 e anti-lgG:HRP 1:2500. B: Resultado para 100 ng de
antigeno por poc¢o, com soros diluidos 1:50 e 1:100 e anti-lgM:HRP 1:5000. As linhas horizontais
representam desvio padrdo. A linha tracejada superior representa o ponto de corte para a menor
diluicdo de soro e a inferior o ponto de corte para a maior diluicéo.

Para rLipL32 as melhores condi¢cbes foram encontradas utilizando 100 ng de
antigeno por po¢o, com soros diluidos 1:100 e com anti-lgG:HRP. Nesse caso, a
Abs,g, média dos soros negativos foi de 0,2 + 0,08 e o ponto de corte foi igual a

meédia mais duas vezes o DP, sendo Abs,g, = 0,36. Com esse ponto de corte, todos
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0s soros (10/10) caracterizados como negativos foram identificados como negativos

e 5/10 dos soros positivos foram identificados como positivos (Fig. 8A).

A B
rLipL32 100 ng - Soros Individuais (IgG) rLipL32 200 ng - Soros Individuais (IgM)
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Figura 8. Desempenho de rLipL32 frente a soros individuais. A: Resultado para 100 ng de antigeno
por pogo, com soros diluidos 1:50 e 1:100 e anti-IgG:HRP 1:2500. B: Resultado para 200 ng de
antigeno por poc¢o, com soros diluidos 1:50 e 1:100 e anti-lgM:HRP 1:5000. As linhas horizontais
representam desvio padrdo. A linha tracejada superior representa o ponto de corte para a menor
diluicdo de soro e a inferior o ponto de corte para a maior diluigao.

425 Desenvolvimento do dot blot

Dentre os 10 antigenos avaliados, nove foram analisados em dot blots
testando anti-IgG e anti-lgM canino, usando trés concentracdes de cada antigeno
(300, 500 e 1000 ng por ponto de antigeno) e duas diluicbes (1:200 e 1:500) dos
pools de soros caninos positivos e negativos. A maior parte dos antigenos testados
apresentou reacles fracas e inespecificas, sem distincdo entre o pool de soros
positivos e negativos, Fig 9. Porém, com as proteinas rLigBrep e rLipL32, foi
possivel distinguir em algum grau as respostas para pool de soros positivos
daquelas para pool de negativos. Utilizando anti-lgG:AP, rLipL32 manteve esta
capacidade de distingdo em todas as concentracoes, com destaque para a diluigao
1:500 de soro, enquanto rLigBrep teve melhor performance quando usado anti-

IgM:HRP, nas concentracdes de 500 e 1000 ng, independente da diluigdo do soro.
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Figura 9. Dot blot tipo checkerboard para nove diferentes antigenos recombinantes. Antigenos
recombinantes (rLigBrep, LigANI (L1-130), LigANI (Canicola), rOmpL37, rLemA, rLigBctl, rFlaA1l,
rFlaB1, rLipL32) em trés diferentes concentracdes (0.3 pg, 0.5 pg e 1 pg), contra pool de soros
positivos (+) e pool de negativos (-) diluidos 1:200 e 1:500. A: anti-IgG:AP 1:1000. B: Conjugado anti-
IgM:HRP 1:5000.

Os antigenos rLipL32 e rLigBrep foram selecionados para andlise de soros
caninos individuais, porém como houve necessidade de producdo de um novo lote,
executou-se um novo checkerboard com esses antigenos. Neste, foram testadas
guatro concentracbes dessas proteinas (125, 250, 500 e 1000 ng), trés
concentragdes de soro (1:200, 1:500 e 1:1000) para detecgédo com anti-IgG:AP (Fig.
10) e duas concentracdes de soro (1:200 e 1:500) para detecgdo com anti-IgM:HRP
(Fig. 11). Além disso, foram testadas duas concentragfes de anti-lgG:AP (1:2000 e
1:4000) e duas de anti-IgM:HRP (1:5000 e 1:10000).

Essa avaliacdo permitiu estabelecer para rLigBrep as melhores
concentracOes para utilizagcdo na avaliacdo de soros individuais, condi¢cdes estas

gue permitiram a reacdo com pool positivo, mesmo que fraca, e auséncia de reacao
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com pool negativo. Contudo, para rLipL32 as reagOes observadas foram muito
fracas e sem distingao clara entre os pools.
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Figura 10. Dot blot tipo checkerboard para rLigBrep e rLipL32 com anti-lgG:AP. (1) Pool de soros
caninos positivos (Pool +) 1:200; (2) Pool de soros caninos negativos (Pool -) 1:200; (3) Pool + 1:500;
(4) Pool - 1:500; (5) Pool + 1:1000; (6) Pool - 1:1000. A: Checkerboard com anti-lgG:AP 1:2000 . B:
Checkerboard com anti-IgG:AP 1:4000.
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Figura 11. Dot blot tipo checkerboard para rLigBrep e rLipL32 com anti-IgM:HRP. (1) Pool de soros
caninos positivos (Pool +) 1:200; (2) Pool de soros caninos negativos (Pool -) 1:200; (3) Pool + 1:500;
(4) Pool - 1:500. A: Checkerboard com anti-lgM:HRP 1:5000. B: Checkerboard com anti-lgM:HRP
1:10000.

Em seguida, foram selecionadas as concentracdes para o teste com soros
individuais, baseadas no desempenho de rLigBrep no checkerboard, ja que rLipL32
apresentou desempenho inadequado. Selecionou-se duas concentracbes de
antigeno rLigBrep (150 e 300 ng), diluicAo de soros 1:500 e anti-IgG:AP 1:2000.
Apenas para confirmagdo do desempenho de rLipL32, esse antigeno também foi
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adicionado as membranas, nas concentracées de 200 e 400 ng. Foram testados 11
soros de animais positivos vacinados contra leptospirose (Pos-V), 8 soros de
animais positivos ndo vacinados (Pos-NV), 11 soros de animais negativos vacinados
(Neg-V) e 8 soros de animais negativos nao vacinados (Neg-NV), totalizando,

portanto, 19 soros positivos e 19 soros negativos (Fig.12).
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Figura 12. Andlise de soros individuais por dot blot, com os antigenos rLigBrep e rLipL32 . (1 -11)
Soros caninos Pos-V; (12-19) Soros Pos-NV; (20-30) Neg-V; (31-38) Neg-NV.

A andlise de soros individuais por dot blot com o antigeno rLigBrep, permitiu
obter, de maneira geral, uma maior intensidade de reacdo nos soros positivos em
relacdo aos negativos. As reacdes para essa proteina foram classificadas em quatro
graus de desenvolvimento de cor (-, +1, +2 e +3). Foram considerados resultados
positivos aqueles classificados como +2 e +3 e negativos os classificados como — e
+1. Para rLigBrep 150 ng, obteve-se, no grupo de animais vacinados, uma
sensibilidade de 82% (9/11) e especificidade de 64% (7/11) e, para 0 grupo de
animais nao vacinados, sensibilidade de 87.5% (7/8) e especificidade de 25% (2/8)
(Tab. 2). Como as reacbes com rLipL32 continuaram se comportando de maneira

inadequada, seu resultado néo foi avaliado.
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Tabela 2 — Classificacao das reacdes obtidas com rLigBrep para soros individuais.

LigBrep (150 ng)
Grau de Cor

- +1 +2 43
Pos-V (n=11) 0 2 4 5
Pos-NV (n=8) 0O 1 1 6
Neg-V (n=11) 4 3 3 0
Neg-NV (n=8) 0 2 5 1

5. DISCUSSAO

A necessidade de melhora no diagnéstico de leptospirose € evidente.
Melhores testes de diagndstico contribuirdo para um aperfeicoamento da deteccdo
de casos e consequente aumento do conhecimento e controle acerca da
leptospirose, beneficiando a saude publica e veterinaria (HARTSKEERL et al.,
2011). Para que seja possivel o desenvolvimento de um teste diagnoéstico eficiente
em uma variedade de situacdes epidemiolégicas associadas com a leptospirose
humana e animal, é ideal que o antigeno selecionado seja altamente conservado
entre diversas espécies patogénicas de Leptospira (GUERREIRO et al., 2001). A
utilizacdo de proteinas recombinantes imunogénicas em testes sorolégicos € uma
alternativa atrativa ao uso de antigenos brutos, jA que sequéncias de aminoacidos
dessas proteinas podem ter alta conservacdo entre espécies e sorovares
patogénicos (CULLEN et al., 2004).

No presente trabalho, antigenos recombinantes de L. interrogans foram
analisados nos testes sorologicos ELISA e dot blot, este dltimo visando o
desenvolvimento de um teste rapido, utilizando um banco de soros caninos bem
caracterizados, incluindo animais saudaveis e animais positivos para leptospirose.
Os antigenos selecionados para analise sdo imunogénicos e conservados entre
espécies patogénicas de Leptospira: LigB, LigA (MATSUNAGA et al.,, 2003;
MCBRIDE et al., 2009), OmpL37 (PINNE et al., 2010), LipL32 (GUERREIRO et al.,
2001; GAMBERINI et al., 2005), LemA (HARTWIG et al., 2011). Os antigenos FlaAl
e FlaBl também sdo imunogénicos e altamente conservados em Leptospira spp.

(SAKOLVAREE et al.,, 2007), porém também estdo presentes em espécies
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saprofitas por serem componentes da estrutura flagelar e possuem algum grau de
conservacao com proteinas flagelares de outras espiroquetas (PICARDEAU et al.,
2001).

Em andlise por Western blot, os antigenos rLigBrep, rLigANI, rLipL32, rFlaAl,
rFlaB1l (clonados de L. interrogans sv. Copenhageni) e LigBctl (clonado de L.
interrogans sv. Canicola) foram reconhecidos por pool de soros caninos positivos,
sugerindo a expressao destas proteinas durante a infeccdo do hospedeiro canino.
As proteinas rLemA e rOmpL37 ndo foram avaliadas ja que rLemA n&o teve sua
presenca confirmada em SDS-PAGE e rOmpL37 apresentou peptideos além do
tamanho esperado, que podem corresponder a degradacdo ou proteinas de E. coli.
Ainda, os antigenos rLigBrep, rLigANI, rLigBctl e rFlaAl ndo foram reconhecidos
por pool de soros negativos, um indicativo de que estes antigenos podem ser
adequados ao diagnostico. Apesar de rLipL32 ter sido reconhecida pelo pool
negativo neste teste, nas andlises por ELISA e dot blot essa proteina apresentou
resultados consideraveis, permitindo a diferenciagdo dos pools.

Os antigenos com resultados mais promissores encontrados nesse estudo,
tanto em ELISA quanto em dot blot, foram LigBrep e LipL32. Esses antigenos foram
clonados a partir do genoma de L. interrogans sorovar Copenhageni, cepa Fiocruz
L1-130. O sorovar Copenhageni representa o sorovar prevalente no ambiente
urbano no Brasil (REIS et al., 2008). As proteinas de superficie LigA e LigB e a
proteina imunodominante LipL32 tém se mostrado candidatos promissores para
diagndstico. Essas proteinas sao altamente conservadas e estdo presentes apenas
em leptospiras patogénicas (HAAKE et al., 2004; CERQUEIRA et al., 2009;
MCBRIDE et al., 2009). Além disso, sdo expressas durante a infec¢do do hospedeiro
e induzem alta resposta imune tanto em humanos quanto animais (HAAKE et al.,
2000; MATSUNAGA et al.,, 2003; KOIZUMI e WATANABE, 2004; HAAKE e
MATSUNAGA, 2010).

Croda e colaboradores (2007) demonstraram a utilidade diagndstica do
fragmento rLigB[131-649 aa], também chamado LigBrep, composto pela regido
idéntica entre LigA e LigB. Utilizando o antigeno no formato imunoblot (Western blot)
0s autores obtiveram sensibilidades de 81% na primeira semana de doenca e 92%

na identificacéo de infeccdo aguda, com altas especificidades (100% para populacao
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onde a leptospirose ndo é endémica e 96% para populacdo de area endémica).
Recentemente, um teste do tipo Dual Path Platform (DPP) utilizando antigenos Lig
recombinantes para aplicacdo no diagnoéstico rapido (point-of-care) de leptospirose
humana, obteve sensibilidade similar ao teste IgM-ELISA (NABITY et al., 2012). A
utilidade da proteina rLipL32 também ja foi reportada em diversos ensaios
sorologicos, para a deteccdo de leptospirose (FLANNERY et al., 2001; DEY et al.,
2004; BOMFIM et al., 2005; DEY et al., 2007a; DEY et al., 2007b; CHALAYON et al.,
2011), com sensibilidades e especificidades entre 90 e 100% em fase convalescente
ou em soros com titulo no MAT=100. Porém, sensibilidades de 56% sao reportadas
para deteccao na fase aguda (FLANNERY et al., 2001).

Nesse trabalho, os antigenos rLigBrep e rLipL32 foram capazes de reagir de
maneira especifica com pool de soros caninos positivos para leptospirose no formato
ELISA. Em seguida, permitiram alto grau de diferenciacdo entre pool de soros
positivos e pool de soros negativos, com anti-lgG:HRP e anti-lgM:HRP. No formato
dot blot, foi possivel diferenciar adequadamente os pools com anti-lgG:AP para
rLipL32 e com anti-lgM:HRP para rLigBrep. Quando foram produzidos novos lotes
das proteinas, porém, a proteina rLipL32 passou a ter resultados inadequados no
dot blot, mas n&o no ELISA.

Quando analisados soros individuais com esses antigenos por ELISA, foram
obtidas, com anti-lgG:HRP, sensibilidades de 70% (7/10 soros) e 50% (5/10) para
rLigBrep e rLipL32 respectivamente, e especificidades de 100% para ambos.
Quando empregado anti-lgM:HRP, os resultados foram inferiores para os dois
antigenos, possivelmente em fungédo de a maior parte do banco de soros utilizado
ser composto por soros de animais em fase convalescente. No dot blot, rLigBrep
mostrou uma sensibilidade de 82% (9/11) e especificidade de 64% (7/11) no grupo
de animais vacinados e sensibilidade de 87.5% (7/8) e especificidade de 25% (2/8)
para o grupo de animais ndo vacinados. Esses valores foram obtidos considerando-
se reacOes com grau de cor — e +1 como negativas e +2 e +3 como positivas.
Embora foi possivel observar, em geral, uma intensidade maior da reacdo com a
maioria dos soros positivos, o ideal para um teste visual como o dot blot € que néo
se note reacdo nos soros negativos. Isso demonstra que ainda ha necessidade de
aprimoramento das concentra¢cdes de antigeno, soro ou anticorpos anti-isotipos

caninos.
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Em vista dos resultados deste trabalho, bem como dos relatos da literatura,
as proteinas rLigBrep e rLipL32 parecem promissoras para o diagnostico de
leptospirose canina. Contudo, este estudo representa uma analise inicial, com varias
limitagBes. Os testes com soros individuais representaram meramente uma analise
inicial para triagem, caso o intuito fosse comprovar os valores de sensibilidade e
especificidade seria necessaria a avaliagio um maior numero de soros. As
condi¢cBes para utilizacdo desses antigenos nos testes de ELISA e dot blot ainda
precisam ser aprimoradas. O ideal nessa triagem inicial é a utilizagdo de soros
caninos de animais ndo vacinados, positivos confirmados com sinais clinicos ou
visualizacdo de leptospiras em campo escuro, bem como negativos provenientes de
area ndo endémica. Posteriormente, o0s antigenos sofreriam avaliacdo de
desempenho com grupos de animais vacinados, grupos de animais em fase aguda e
grupos em fase convalescente. Ainda, a especificidade seria analisada com grupo
cdes negativos de area endémica e grupo de portadores de outras doencas
infecciosas de sintomatologia similar a leptospirose. Outra limitacéo € a utilizacédo de
teste-padréo imperfeitos (GORIS et al., 2012; LIMMATHUROTSAKUL et al., 2012),

gue podem, portanto, ter classificado erroneamente alguns soros utilizados.

6. CONCLUSOES

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

- Na analise de soros individuais por ELISA-IgG, rLigBrep apresentou 0s
melhores resultados, com sensibilidade 70% e especificidade de 100%, um
desempenho promissor.

- No dot blot com soros individuais, rLigBrep apresentou sensibilidade de 82%
e especificidade de 64% para o grupo de cdes vacinados, porém a especificidade
caiu para 25% com o grupo de animais néo vacinados, um resultado insuficiente.
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Apéndice A — Purificacdo de rLipL32 e rLigBrep
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Figura 1S. Purificagdo da proteina rLipL32 por cromatografia de afinidade. (M) Marcador de
massa molecular (kDa); (2-4) proteina eluida com 10 mM de imidazol; (5-9) proteina eluida
com 15 mM de imidazol; (10-15,17) proteina eluida com 30 mM de imidazol; (18-22)
proteina eluida com 50 mM de imidazol; (23-27) proteina eluida com 125mM de imidazol;
(28-30) proteina eluida com 500 mM de imidazol.
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Figura 2S. Purificacdo da proteina rLigBrep por cromatografia de afinidade. (M) Marcador
de massa molecular (kDa); (1-4) proteina eluida com 10 mM de imidazol; (5-9) proteina
eluida com 15 mM de imidazol; (10-15) proteina eluida com 30 mM de imidazol; (16-19)
proteina eluida com 50 mM de imidazol; (20-22) proteina eluida com 50 mM de imidazol;
(23-24) proteina eluida com 500 mM de imidazol.



