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RESUMO

GOTTI, T. B. Desenvolvimento de um testelipstick para o diagndéstico da leptospirose
animal. [Development of a dipstick test for the diagnasfi@nimal leptospirosis]. 2015. 148
f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de ditedi Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, S&do Paulo, 2015.

A leptospirose € uma doenca bacteriana infectogm#a, de curso agudo ou cronico,
causada por espiroquetas do génkeeptospira, de carater zoonotico e cosmopolita que
acomete 0 homem e os animais domeésticos e silseftoele ser transmitida de forma direta
pelo contato com os fluidos contendo leptospirdsavas das vias transplacentaria e
hematogénica, genital e o ato de mamar; ou de fonchieeta pelo contato com ambiente
contaminado com leptospiras. O conhecimento daidpde da infeccdo, da distribuicdo
geografica, dos fatores de risco e das estirpeslaittes € de extrema importancia para o
estabelecimento da epidemiologia e o aprimoraméatmedidas preventivas e diagndsticas.
Neste estudo, avaliou-se a utilizacdo de proteieesmbinantes déeptospiraspp. como
antigenos no desenvolvimento de um teste rapidsadasem ensaio imunocromatografico do
tipo dipstick como método diagndstico da leptospirose animatarm selecionadas 11
proteinas recombinantes como candidatos a antigeAes proteinas recombinantes
purificadas foram avaliadas na deteccdo de antisogspecificos powestern-blotting e
ELISA. Somente a LipL32 apresentou reatividade @snsoros positivos para leptospirose.
Dois testes imunocromatograficos, utilizando agira LipL32, foram desenvolvidos. Um
teste tipo | utilizando a proteina LipL32 conjugaataouro coloidal e outro tipo Il com o
ouro coloidal conjugado a proteina A e a LipL32linha teste. Em ambos as linhas teste e
controle reagiram, demonstrando que os testes &st@&mnando. O teste tipo | realizado
manualmente mostrou resultados satisfatorios psiraoms bovinos e soro hiperimune de
coelho. O tipo Il mostrou reatividade para as amassde soro bovino, equino, coelho e céo.
Quando se aplicou este dois testes em maquinamatigadas nao foi possivel detectar a
linha teste, provavelmente devido a necessidad®we padronizacédo de todos os parametros

do método.

Palavras-chave: LeptospiraDiagndstico. Proteinas recombinantes. LipL32. Teste

imunocromatogréafico.



ABSTRACT

GOTTI, T. B. Development of a dipstick test for the diagnosis aénimal leptospirosis.
[Desenvolvimento de um testigpstickpara o diagnodstico da leptospirose animal]. 2048. 1
f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de ditedi Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2015.

Leptospirosis is an infectious bacterial diseaseaofite or chronic course, caused by
spirochetes of the genligptospira with zoonotic and cosmopolitan character, whitfacis
humans, wild and domestic animals. It can be tratesdndirectly by contact with fluids
containing leptospires through placental, hematogsmnd genital routes and through the act
of breastfeeding; or indirectly by contact with emvironment contaminated with leptospires.
Acquiring knowledge about the infection severithie tgeographical distribution, the risk
factors, and the circulating strains is of utmagportance to stablish the epidemiology and to
improve preventive and diagnostic measures. In #tisdy, recombinant proteins of
Leptospira spp. were evaluated as antigens in the developmeinta rapid
immunochromatographic assay based on the typeickpst method of diagnosing animal
leptospirosis. 11 recombinant proteins were sealeet®e candidate antigens. The purified
recombinant proteins were evaluated in the detectif specific antibodies bWestern
blotting and ELISA. Only the LipL32 protein showed reacivivith positive sera for
leptospirosis. Two immunochromatographic tests,ngisiLipL32 protein, have been
developed: a type | test using the LipL32 protenmjagated to colloidal gold and another,
type 11l with colloidal gold conjugated to protefand LipL32 in the test line. In both assays
the test lines and the control lines reacted, shgwhat the methods are working. The type |
test performed manually showed satisfactory regattbovine and hyperimmune rabbit sera.
The type Il test showed reactivity for bovine, @r rabbit and dog sera. When these two
tests were applied in automated machinery, it lisbeen possible to detect the line test,
probably due to the need for further standardipatiball method parameters.

Keywords: Leptospira. Diagnosis. Recombinant pnsteLipL32. Immunoassay test.
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1 INTRODUCAO

A leptospirose € uma doenca bacteriana infectagorga, de curso agudo ou crénico,
causada por espiroquetas patogénicas do gébheptospira, de carater zoondtico e
cosmopolita que acomete o homem, os animais dausgtisilvestres (FAINE et al., 1999).
Apresenta ampla distribuicdo geogréfica, tendo sdiolenciada em mais da metade dos
paises, sendo particularmente prevalente nas AasériOcorre de forma endémica na
América Latina e no Caribe, com impacto na sauddiqal e na economia agropecuaria
(GENOVEZ, 2007).

Até 1988, o génerheptospiraera divido em duas espécies. A espé@ptospira
interrogans(senso lato) qgue compreendia todas as estirpeggratas e a espédieptospira
biflexa (senso lato), com as estirpes saprofitas (LEVETIQ12 Em 1987, o pesquisador
brasileiro Yasuda e colaboradores propuseram umea roassificacdo baseada em
caracteristicas genotipicas e hibridacdo por hogiml@o DNA. Atualmente, o género
Leptospiraé dividido em 19 espécies, definidas por homoldgi@NA e sequenciamento de
genes, normalmente, o 16S rDNA (RAMADASS et al.92,9WOO0 et al., 1997). Destas,
nove espécies sao consideradas patogéricasterrogans L. borgpetersenii, L. weilii, L.
noguchii, L. santarosai, L. kirschneri, L. alexandé. genospecie4 e L. wolffii. Seis séo
saprofitas:L. biflexa, L. wolbachii, L. meyeri, L. genospscie 4 e 5.Ha, ainda, um grupo
intermediario com quatro espécieslainadai L. fainei L. broomii e L. licerasiaecuja
patogenicidade ainda nao foi confirmada (YASUDAakt 1987; BRENNER et al., 1999;
FAINE et al., 1999; KO; GOARANT; PICARDEAU, 2009).

Estas bactérias também s&o classificadas em sesovefinidos por reacbes de
aglutinacéo apos absorcdo dos soros com antigenu@dgos. Os sorovares antigenicamente
relacionados séo reunidos num mesmo sorogrupo (EAINal., 1999). Existem cerca de 300
sorovares de leptospiras patogénicas e saprofisaitbs em 25 sorogrupos. Esta variedade
antigénica se deve a heterogeneidade da estritwanmposicao do LPS (lipopolissacarideo).
A classificacdo fenotipica em sorovar € amplamertikzada devido a sua importancia
epidemiolégica e clinica, embora, ndo se correfmcicom a classificacdo genotipica
(LEVETT, 2001; ADLER; MOCTEZUMA, 2010).

As leptospiras sao bactérias espiraladas, muits fcom aproximadamente 0,1 um de
diametro e comprimento variando de 6 a 20 um. Agasn as extremidades em forma de

gancho e dois flagelos periplasmaticos responsgedes que facilitam na motilidade. Sua
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membrana externa envolve completamente os flagetwilindro protoplasmico helicoidal.
Nesse cilindro, ha o material nuclear, citoplasmambrana citoplasmatica e a porcdo de
peptidioglicano da parede celular (QUINN et al94;.9HAAKE et al., 2000). O LPS é similar
aos de outras bactérias Gram-negativas, porém canomatividade endotoxigénica
(SHIMIZU et al., 1987), sendo composto por trésnsenfos ligados covalentemente: lipideo
A, core e antigeno O. O lipideo A é uma porcao lipiditan@ente conservada, que ancora o
LPS a membrana externa celular.c@re € uma porcéo polissacaridica que forma a regido
intermediaria e externamente, encontra-se 0 amtigén que consiste em grupos de
polissacarideos altamente variaveis. Este Ultincorssiderado o principal agente antigénico
dos LPSs das bactérias Gram-negativas (FAINE,e1399).

Estes patdgenos séo aerdbios estritos, crescetangperaturas entre 28 °C e 30 °C
(QUINN et al.,, 1994) e sdo exigentes no que seraefe meios nutritivos (HANSON;
TRIPATY, 1988), com diviséo celular em torno de Z2ahoras. Uma cultura em meio liquido
atinge a fase estacionaria de crescimento em neélia 5 a 10 dias. (FAINE et al., 1999).
Podem ser visualizados em microscépio de campaa@scucontraste de fase (FAINE et al.,
1999) e apresentam afinidade tintorial por coraatbase de sais de prata, o que possibilita o
emprego das técnicas de coloracdo de Fontana-Teborpara esfregacos e a de Levaditi em
cortes de tecidos (SANTA ROSA, 1970), além do metdd Warthin-Starry (WARTHIN;
CHRONISTER, 1920). As leptospiras sobrevivem naadgpnforme a temperatura, o pH, a
salinidade e ao grau de poluicdo (LEVETT, 2001)smao pouco resistentes a luz solar
direta, aos desinfetantes comuns e aos antisse jE&NE et al., 1999).

A leptospirose pode ser transmitida aos animaifdea direta e indireta. A via de
transmissao direta ocorre quando fluidos (sangueajucontendo leptospiras passam de um
animal infectado a outro susceptivel, destacandassdas transplacentaria e hematogénica,
genital (monta natural e inseminacao artificialp @to de mamar. A transmissao indireta
ocorre quando o animal adquire leptospirose do ambdi contaminado com leptospiras
originarias da urina de animais infectados, doentegonvalescentes. Animais transitorios
em um ambiente contaminado podem carrear infecgd@ putros ambientes ou animais
distantes do original (CORTES, 1993).

Em teoria, qualquer sorovar Heptospiraspp. pode infectar qualquer espécie animal,
porém na pratica um numero limitado de sorovaread®&mico em uma regido ou pais em
particular. Neste caso, a infeccdo € determinatkss mspécies animais de contato, pelo(s)
sorovar (es) existente (es) na propriedade ouaepias condicbes ambientais e climaticas,

e ainda depende do manejo e das oportunidadesededn direta ou indireta (GENOVEZ et
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al., 2006a). Os sorovares Wolffi e Grippotyphosdguo estar presentes em alguns roedores
silvestres e espécies marsupiais. Roedores sipa&us) suinos e cdes sdo, respectivamente,
considerados hospedeiros de manutencdo dos saolcerohaemorrhagiae, Pomona e
Canicola (ELLIS, 1984; FAINE et al., 1999; RADOSHEt al., 2000).

As leptospiras se mantém circulando na populacdohdspedeiros primarios,
usualmente roedores selvagens, a partir dos ql@acam outras populacdes de animais
sinantropicos e/ou domeésticos. Estes sdo os haspedsecundarios, que ao invadir o
ambiente silvestre entram em contato com espéitiestses. O ser humano € considerado
um hospedeiro acidental, que se infecta quandoostato direto ou indireto com 0s animais.

A doenca tem forte associacdo com a atividadeisgiohal. O trabalho diario em
terrenos alagadicos frequentados por populacfesoeldores € um fator importante na
transmissdo da doenca para colhedores de arronaedenacicar (CORTES, 1993). Em
alguns paises, a leptospirose é considerada doenpacional para magarefes, fazendeiros e
veterinarios (FAINE et al., 1999).

A concentracdo de grandes efetivos de animais stoug, como os rebanhos
bovinos, pode ter como consequéncia a criacao géaaroadeias infecciosas, que contribuem
para a disseminacdo do agente no ambiente e atoama fator de risco para 0 homem
(CORTES, 1993). Dentre os animais domésticos qu¥emoatuar como portadores da
doenca, disseminando o organismo no ambiente, cd@stae os bovinos, suinos, caprinos,
ovinos, equinos e em e especial 0os caninos, quéémanm convivio muito préximo ao
homem. Entre as espécies silvestres destacamsdearas, roedores e marsupiais (CORREA
etal., 1982).

Os roedores das espécidsis musculugcamundongo)Rattus (rato de telhado) e
principalmente dRattus norvergicugrato de esgoto) estdo envolvidos na epidemioldgia
leptospirose por eliminarem leptospiras pela urpma periodos prolongados, sendo o
principal reservatorio da doenca em areas urbafagHTT, 2001).

As portas de entrada para a leptospira invadirgarossmo do hospedeiro séo a pele
integra ou com abrasdes e membranas mucosas ¢oajumnal, nasofaringea e genital. Apés
a entrada, as leptospiras patogénicas alcancanrentmsanguinea (leptospiremia) e as vias
linfaticas, chegando aos pulmdes, baco, rins elfigande se multiplicam dando origem ao
estagio febril. Nestes o6rgdos, ocorrem lesdes namhmanas das células endoteliais de
pequenos vasos, levando ao extravasamento sangaijgaonsequéncia imediata € a perda

das juncdes entre as células, permitindo que dsslgipas e fluido migrem para o espaco
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extravascular, ocasionando a desestruturacdo #&dcpmhla desintegracdo e morte celular
(CASTRO, 2006).

A habilidade em sobreviver e multiplicar-se nogemieiro € o maior componente de
viruléncia deste grupo de bactéria, contudo a a@p&omecanismos imunes adquiridos pode
impedir o estabelecimento da doenca. (FAINE, 19829). Na primo infec¢&o, o periodo de
incubacgdo é de 7 a 14 dias, quando ocorre a sejiceo aparecimento de imunoglobulinas
da classe IgM, que tém atividade de poucos diastepormente acontece a producéo
anticorpos da classe 1gG. Apesar dos anticorpodasgm a combater a bacteremia, néo
eliminam por si s6 a infeccao renal (REBHUN, 1995).

A leptospirose é caracterizada pelo desenvolviméetvasculites, dano endotelial e
infiltracdo de células inflamatérias. Nos 6rgdosuogimento de petéquias € comum e pode
ser extenso (LEVETT, 2001). A isquemia renal evplaia necrose dos tubulos contorcidos
renais. Nas formas mais graves, ocorre nefritestiteal aguda, contudo, lesdes glomerulares
sdo menos presentes. A degeneracdo pode evolairapéaléncia renal e andria. Lesdes
também sdo observadas em pulmdes, figado, céphoenta e coracdo, onde estas levam a
sinais clinicos de hemorragia pulmonar, faléncigpahiea e ictericia, encefalopatia e
meningite, miocardites, morte fetal e abortameR&INE et al., 1999).

Nos animais que sobrevivem a infec¢cdo aguda, @eslgiras persistem em sitios
imunologicamente protegidos, como os tubulos praisma camara anterior do olho e trato
genital. Nos rins, multiplicam-se ativamente, atwdg o pico maximo em 3 a 4 semanas,
sendo eliminadas pela urina. Contudo, ha animaisgares que podem manter-se negativos
sorologicamente, mas eliminando leptospira paraem rambiente constituindo-se em fonte
de infeccdo importante. Fetos podem nascer podadenais e eliminadores de leptospiras
(FAINE, 1982, 1994; FAINE et al.,, 1999). A persist@&a e a intensidade da leptospiruria
variam com o hospedeiro e o sorovar infectante (GANES, 1995).

A apresentagdo clinica da leptospirose pode cuwsaro um processo brando e
inaparente, até como forma grave, com sintomasgrque chegam a 6bito (LEVETT, 2001).
A presenca de faléncia renal aguda, pancreatit@ingige, trombocitopenia e sintomas
pulmonares sdo comuns em humanos.

Nos equinos, o sinal clinico mais comum é a uvedfeorrente, que pode ser
considerada uma doenca autoimune (PARMA et al.7;1ID8HER et al., 2003).

Nos cdaes, a leptospirose ocorre principalmentespsbrovares Icterohaemorrhagiae,
Copenhageni e Canicola, cujo curso pode variar uelimico, agudo ou cronico. As

manifestacdes clinicas podem incluir ou ndo aitterdependendo do sorovar infectante. Na
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forma aguda, pode ocorrer a morte do animal paficiéncia renal e hepatica e aqueles que
sobrevivem a infec¢ao tornam-se portadores e ditares de leptospiras pela urina de forma
assintomatica, disseminando a doenca para outess oétras espécies animais e o0 homem
(FAINE et al., 1999).

NoOs ovinos e caprinos, 0s sintomas sao principaienesprodutivos, semelhantes aos
bovinos. Na infeccdo aguda, ocorre anorexia, ddiee respiratoria, anemia hemolitica,
ictericia, urina de cor vermelha escura e febre.célda evidéncia que também 0s ovinos
sejam hospedeiros de manutencdo do sorovar H&dgundo Fernandes (2009), a infeccao
pelo sorovar Hardjo, nesta espécie, esta diretamemiolvida com o pastejo consorciado
com bovinos, independentemente da existéncia desotatores de risco. Entretanto, no
Brasil, os sorovares mais frequentemente observadosorodiagnostico nos ovinos sao
Icterohaemorrhagiae e Hebdomadis. Na espécie eapritambém o sorovar
Icterohaemorrhagiae é mais detectado, seguido siel@ais e Grippotyphosa (FAINE et al.,
1999).

Em bovinos e suinos, 0 quadro reprodutivo inchwreamentos, retorno ao cio e
infertilidade. A doenca leva a perdas na producéoleite decorrentes do aumento do
intervalo de partos (FAINE et al., 1999; KAZAMI akL, 2002; BOQVIST et al., 2003). Em
bovinos jovens, os sinais clinicos da leptospirs®e hemoglobindria, ictericia, anorexia e
uremia. Em vacas prenhes, na maioria das vezesjop 8intoma relaciona-se a esfera
reprodutiva, onde ocorre morte fetal com abortameninfertilidade. No entanto, com o
decorrer do tempo, a imunidade se restabelece maai@ntos podem ocorrer somente em
novilhas de primeira cria. Natimortos, nascimentobézerros fracos e com baixo peso que
podem nao sobreviver também sao observados (AMATREAMPBELL; PATH, 1975;
HANSON, 1977). Achados de leptospiras em rinsalesf apontam que estes animais nao
sobreviveriam ap6s 0 nascimento, ou ndo chegariemrep para o nascimento (ELLIS et al.,
1984).

Os bovinos sao infectadosiormalmente, pelos sorovares Hardjo, Pomona,
Grippotyphosa e Icterohaemorrhagiae. O sorovar jplatem sido considerado o mais
adaptado a espécie bovina e 0 mais evidenciadm@éma mundo, demonstrando diferentes
aspectos de patogenicidade (ELLIS, 1984). A infeat@usada por este sorovar é apontada
em varios paises como causa de infertilidade asakprodutivas.

Em alguns paises, a infeccdo nos bovinos por &mtevar apresenta sinais de
infertilidade, abortamentos, natimortos, nascime&gt@nimais prematuros, bezerros fracos ou

aparentemente normais, mas infectados e portatemass. Infertilidade pelo sorovar Hardjo
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esta geralmente associada a infeccdo ovarianarieajteriginando aumento do intervalo
entre parto-concepcao e entre partos, em consdguinmorte embrionaria (DHALIWAL et
al., 1996a,b). Em gado leiteiro, a sindrome marawu associada a leptospirose aguda € a
sindrome da queda do leite, ocasionada pelo sordeadjo, ocorrendo diminuicdo na
producdo de leite que dura de 2 a 10 dias, carzeelo-se pelo aparecimento de mastite
flacida com agalaxia, com pequena quantidade dgusamo leite, o qual adquire aspecto de
colostro, amarelado, com grumos grosseiros e edevamhtagem de células somaticas.
(FAINE et al., 1999). Uma vez introduzido em umanelho, este sorovar estabelece niveis
variaveis de infeccdo, podendo persistir por longgasodos (HATHAWAY; BLACKMORE;
MARSHALL, 1981). Os bovinos sao hospedeiros de rtengfio para o sorovar Hardjo, uma
vez que sao portadores renais adaptados (FERNANBDIS).

Dois gendtipos do sorovar Hardjo sdo encontradssrominantes — Hardjobovis e
Hardjoprajitno. Hardjobovis ocorre com maior fregci@ em Nova Zelandia, Australia e
Holanda (FAINE et al., 1999), sendo eliminado enioneg quantidades pela urina, enquanto
Hardjoprajitno tem sido relatado no Reino Unidogéia, india, Malasia, Brasil, México e
nos Estados Unidos (AGUIAR, 2004).

A presenca do sorovar Hardjo € endémica nos pdésetima tropical e subtropical
(ELLIS, 1984). Em paises como Australia, Nova Zdiare Holanda, apesar de endémico, o
sorovar Hardjo nédo causa significantes perdas dmant®s bovinos (SLEE; McORIST;
SKILLBECK, 1983; FAINE et al., 1999). No Brasilpmstitui-se em infeccdo endémica, cujo
impacto sobre as taxas reprodutivas, ainda neaedsiimaiores estudos principalmente em
rebanhos leiteiros (GENOVEZ et al., 2006b). Apedar elevada soroprevaléncia desse
sorovar nos rebanhos bovinos brasileiros, apenasélatos de isolamentos sao descritos na
literatura, e nestas a tipificacdo das estirpesei@ esclarecida. Moreira (1994) isolou de
rebanhos bovinos leiteiros o gendtipo Hardjoprajifamostra Norma) e Langoni (1999) a
partir de fetos bovinos, identificados por antissagspecificos para este sorovar.

Diante destas questbes, o isolamento e iden#fcalps sorovares circulantes nos
rebanhos nacionais sdo necessarios para a deteémida seus genoétipos, com intuito nao
somente de avaliar sua adaptacao e interacdo caondg;6es ambientais do Brasil, mas,
sobretudo definir quais estirpes tem impacto naiéfcia reprodutiva e decidir a
incorporacgao destes nas vacinas nacionais (GENQaY&E, 2006a).

O controle da leptospirose € necessario para preaedoenca clinica, as perdas
econdmicas e minimizar o risco de infeccdo huménaa das formas de controle depende da

diminuicdo da prevaléncia da infecgcdo com sorovar@stidos na populagdo e na diminui¢ao
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do grau de associacdo ecoldgica das leptospiradidasinpor animais de vida livre
(HATHAWAY; BLACKMORE; MARSHALL, 1981).

O objetivo principal do tratamento é o controle dizenca e a interrupcdo da
leptospidria nos animais acometidos. A diidroestnejicina ou outras tetraciclinas séo
recomendaveis na dose de 25mg/Kg por um dia, dutedd ou cinco dias (RADOSTITS et
al., 2000). Como medida preventiva da leptospirdsgge-se vacinar o rebanho e, frente ao
diagndstico, usar a antibioticoterapia para elimosaportadores. Como a protecao € sorovar-
especifica, € importante vacinar contra 0s sorgvarevalentes no rebanho ou na regido da
criacao (ELLIS, 1984).

Além da vacinacdo e do uso de estreptomicina nosags, deve-se ainda aplicar
estratégias que visem a reducdo ou eliminacéo atose$ de risco. Medidas de prevencéao
consistem em eliminar o contato de animais sadiws os portadores de leptospiras, da
mesma espécie ou espécie diferente, populacdcederes e 0 acesso a aguas de superficie
onde coabitam animais silvestres.

As vacinas comerciais existentes consistem emapepes de culturas de leptospiras
de diferentes sorovares inativadas pela acdo dw e&bu formol (bacterinas) (HANSON,
1977; LANGONI, 1999). Muitas destas disponiveisnmercado nacional sdo compostas por
cinco a dez sorovares, que atendem as soropreizéie maioria das regidées do pais e sua
eficacia é aumentada com a adi¢do de adjuvante®) ochidroxido de aluminio (HANSON,
1977). Em condi¢cdes de campo, o uso de vacinasackaptospirose reduz a ocorréncia da
infeccdo e diminui impacto econdmico da doenca (SMAN, 1974). Entretanto, as
bacterinas promovem prote¢cao somente contra osaeopresentes na preparacao e falham
em induzir imunidade de longa duracdo, o que re@uninistracdo anual ou semestral
(FAINE et al., 1999; BHARTI et al., 2003).

O diagnéstico de leptospirose se baseia em exiatesatoriais diretos, que detectam
0 agente etiologico, e os indiretos, pela detedg@anticorpos produzidos pelo hospedeiro
(GENOVEZ, 2006a). Reagdes antigeno-anticorpo sadassna identificacdo de estirpes (ou
sorovares) de leptospiras no diagndéstico de infescgécentes e na investigacao de anticorpos
residuais resultantes de infeccdes passadas ne&linus (TURNER, 1970).

A soroaglutinacdo microscopica (SAM) € o testedadle referéncia para diagndstico
sorolégico e para classificacdo de leptospiras @mvares e sorogrupos como preconiza a
Organizacdo Mundial de Saude. Recomenda-se aaeat do teste com os antigenos vivos
cuja densidade ideal de crescimento é atingida wWtaras de 4 a 14 dias (WHO, 1967) e
contendo 0s sorovares representativos de cada wnsamgrupos, além de outros de
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importancia regional (VASCONCELLOS, 1979). Os ingenientes para este teste sdo a
necessidade de uma infraestrutura laboratoriaharautencéo de repiques das culturas vivas,
0 que gera a necessidade de mao-de-obra técriéca,ds submeter o operador a riscos de
contaminagdo (VASCONCELLOS, 1979; GENOVEZ; YASUD®88).

Outro ponto importante é que embora a SAM consigiabelecer certo grau de
especificidade sorogrupo/sorovar envolvido, apri@seamo desvantagem ser pouco sensivel
quando considerado o tempo e a elevada concentagdmticorpos necessarios para a
emissdo do sinal. Além disto, em alguns casos ndiscéiminatéria de infeccdo pregressa,
ativa ou reacao vacinal (FAINE et al., 1999; KEEakt 1994). Portanto, a sorologia nao
reflete necessariamente o estado de portador minatior de leptospiras (VAN EYS et al.,
1989).

Outros ensaios tém sido aplicados como métodosrnativos de triagem
soroepidemioldgica para a leptospirose, como o ElLd#fBe apresenta como vantagens a
seguranca, por ndo utilizar bactérias vivas, a sdtasibilidade, a facilidade de execucéo,
rapidez e o baixo custo (CHAMPAGNE et al., 1991¢sté teste, sdo utilizados lisado total
obtidos a partir de culturas bacterianas, adsosvato placa, cujas contaminagdes presentes
nas preparagfes destas culturas, sdo respons&@laiseptividade cruzada, muitas vezes,
observada. Diversos ensaios imunoenzimaticos s@siderados mais sensiveis que o MAT.
As diferencas no desempenho destes testes senmedersua composicdo, particularmente
variacbes na preparacdo do antigeno (SMITH e1994). Apesar da maior sensibilidade do
ELISA, que eleva sua habilidade em detectar infegg@&centes e o fato de que antigenos
vivos ndo sdo necessitados para este teste, o Eptf88ui baixa especificidade quando
comparado com 0 SAM (SMITH et al., 1994; LEVETT02) Além disso, o teste ELISA é
normalmente género-especifico, ndo sendo habilgetextar o sorotipo infectante, limitando
assim sua utilizac&o para estudos epidemioldgicos.

O isolamento bacteriano € o diagnostico definiteodoenca, embora apresente baixa
sensibilidade, necessitando de amostras de samgu@ ou liquor recém-colhidas que devem
ser observadas em cultura por um periodo minim@elias (GENOVEZ et al., 1993;
SCARCELLI et al., 2004). Este método de diagnosdipesar de suas dificuldades, sua baixa
sensibilidade e ser dependente da viabilidade dg@odpiras € importante para o
conhecimento da doencga. Permite conhecer a epitbgigoda enfermidade e possiveis
mudancas do perfil de infeccdo numa espécie ammhbhbitat ao longo dos anos.

Em vista da necessidade de suprir as falhas dtgad de isolamento e do

diagndstico sorologico pela SAM ou ELISA vem serapregados métodos com maior
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sensibilidade, especificidade e rapidez (MAGAJEVSX02), como a reacao em cadeia pela
polimerase (PCR), que permite amplificar sequénessecificas a partir de quantidades
minimas de DNA do microrganismo em diversos tipgsushostras bioldgicas, tais como soro,
liquido cérebro-espinhal, urina, fezes e tecidosL(Bt al., 1994; SCARCELLI et al., 2004).
Além disso, a PCR possibilita a identificacdo detdspiras em materiais de dificil
isolamento, tais como fetos abortados (SCARCELL&let2004) e sémen nas centrais de
inseminacao artificial (GOTTI, 2007). Porém, a maiportante limitacdo desta técnica como
meétodo diagndstico género especifico € a impoatabié de identificar a estirpe infectante e
relaciona-las aos dados epidemiolégicos.

O ensaio do tipdipstick,empregando antigenos preparados a partir de asiltel .
biflexa inativadas pela acdo do calor, também ja foraradesibs e sdo comercialmente
disponiveis. Neste caso, a deteccdo é feita utdizse anti-lgM conjugado com corante
coloidal. A fita é colocada em contato com a anaodé& soro e quando existem anticorpos da
classe IgM os mesmos se ligam aos antigenos da fgdo detectados pela ligacdo do
conjugado marcado (SMITS et al, 2000). Este métagwesenta sensibilidade e
especificidade comparaveis com os obtidos para I®AILgM com a vantagem de ser de
execucao simples e rapida e utiliza pequeno voldenamostra. Entretanto, como € utilizado
o lisado total de leptospira também € observadavidade cruzada, o que pode resultar em
resultados falso-negativos (GUSSENHOVEN et al.,7/18MITS et al., 1999).

Recentemente, testes imunocromatograficos que egyaupr 0 uso de proteinas
recombinantes vém sendo estudados como novos msédiaatmosticos para a leptospirose e
outras enfermidades. A detec¢do de anticorposyéatrde teste imunocromatogréafico, para
outros patdgenos também vem sendo amplamente dgsdiceomo para as doencas causadas
por Anaplasma marginal@NILSEN et al., 2007)Yersinia pestigRAJERISON et al., 2009);
Neisseria meningitidigROSE et al., 2010)Theileria annulata(ABDO et al.,, 201Q)
Treponema pallidum(LIN et al., 2010); Salmonella typhi (PREECHAKASEDKIT,;
PINWATTANA; DUNGCHAI, 2011); virus da peste suirdéssica (LI et al., 2012);
circovirus suino 2 (JIN et al., 2012); entre outralsarez et al. (2010) realizaram um teste
imunocromatografico para o diagnéstico de anemifacaiosa equina com a proteina
recombinante p26 proteina do capsidio, apresentsatkibilidade de 98,3% e especificidade
de 87,4% quando comparado a imunodifusdo em geagdeose. Wang et al. (2011)
realizaram o teste imunocromatografico para o distiro dePseudomonas aeruginosam
a proteina recombinante OprF e obteve uma semsidédi de 84,8% quando comparou com
PCR multiplex.
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Um teste rapido em latex (LAT) com antigeno reciowafite (LipL32) foi utilizado
realizados em soros de cdes e humanos, para @sdiegnda leptospirose (DEY et al., 2007).
Nabity et al. (2012) desenvolveram um teste DD&a{ Path Plataformtilizando a proteina
recombinante pertencente a uma familia de protdiaaterianas que se caracterizam pela
presenca de dominios Big repetidos para o diagrmode leptospirose em humanos. Ambos
0s teste apresentaram boa especificidade e sé@tesile) porém o aprimoramento do teste na
deteccdo na fase aguda da doenca se faz necepsi@tgalmente focando na melhoria da
sensibilidade do teste.

Outros ensaios como o que detecta a presencptdspeas na urina utilizando nano
particulas de ouro (CHIRATHAWORN et al., 2011; WYMANTI et al., 2013) e o
desenvolvimento de PCR de imunocaptura (IC- PCRigardo anticorpos policlonais e
monoclonais para diferentes sorovares e sorogrugseptospira tém sido descritos
(BALASSIANO; VITAL-BRAZIL; PEREIRA, 2012). Goaranet al. (2013) desenvolveram
um teste rapido de fluxo lateral vertical para defie de IgM em humanos. Obtiveram
valores bons em relacéo a sensibilidade (89,8%gspacificidade (93,7%) do teste. Porém,
foi utilizado lisado total deeptospira fainepodendo apresentar reacdes cruzadas.

A imunocromatografia € uma técnica que comecoaralssenvolvida nos anos 60,
sendo primeira criada para o estudo das prote@dsas. Também conhecida como teste
imunocromatografico (TIC), ensaio de fluxo latedihstickou ensaio de fita, a técnica utiliza
as propriedades da reacdo antigeno-anticorpo peapida deteccdo do analito (JIN et al.,
2005).

O teste imunocromatografico (TIC) se tornou ampglai@ utilizado no diagndstico e
na triagem de diversas patologias como diabete)gds cardiacas e renais, nas e doencas
infecciosas como: dengue, malaria, amebiase, pbst®nica, brucelose, giardiase,
leishmaniose visceral, hepatite B, infeccdo por Hivhomose, parvovirosdjelicobacter
pylori, Streptococcus pneumonjaentre outras. Este método possui como principais
caracteristicas a de ser de baixo custo, simpdes malizado em um curto periodo de tempo,
entre 15 a 30 minutos (LIN et a010). Esta técnica permite identificar doencas ouas
rapidez aumentando as chances de recuperacaodiestps.

Considerando as facilidades descritas, os test@sacromatograficos tém sido muito
aplicados no diagndéstico em domicilio, no campceouregiées com poucos recursos. Seu
emprego inclui diferentes moléculas alvo, comoigamtos, anticorpos, horménios, citocinas,
receptores de células, haptenos, residuos de draga®s nucléicos, oligonucleotideos e
marcadores sanguineos (ZHANG; GUO; WANG, 2009),epdd se utilizados pelas areas



29

médica, veterindria e sanitaria (POSTHUMA-TRUMPIEQRF; VAN AMERONGEN
2009).

Os modelos dos imunoensaios do teste imunocrondiogrexistentes séo do tipo
sanduiche, inibicdo ou competicdo. A técnica ddetasmunocromatografico, € uma
metodologia de deteccdo baseada na utilizacdo rde te um material de suporte
impregnadas com reagentes secos que sao ativaldaspgheacdo de amostras fluidas. O
sistema é realizado em uma matriz constituida dmbrana de nitrocelulose ou de nailon
coberta por acetato transparente para facilitésumlizacéo do teste.

Os componentes do teste sdo: anticorpos ou antidemeteccdo que sdo marcados
com um gerador de sinal, normalmente esferas e tat ouro coloidal, e outro anticorpo ou
antigeno, que € denominado particula de capturbpsrsdo imobilizados sobre superficie
sélida. Os anticorpos ou antigenos de deteccagugamos com ouro, sdo colocados em um
estado desidratado na membrana de fibra de vidroat® que sdo dissolvidos quando em
contato com o0 meio aquoso contendo o analito (MAQRE, 2008). Em seguida, forma-se o
complexo analito-conjugado, no qual este migragagilaridade do meio até ser capturado
pelo anticorpo ou antigeno previamente imobilizadbre a superficie da membrana de
nitrocelulose na linha teste (SHYU et al.,, 2002; RRAY et al., 2008). Um anticorpo
adicional especifico para o anticorpo de deteccéile ger utilizado para produzir um sinal na
linha controle. A fibra de celulose possui a aigba de aumentar o volume da amostra que
entra na tira do teste. Sua funcéo é absorver tanteagentes de revelacdo quanto a amostra
que migraram pelos poros das membranas, garanturda absorcdo continua dos
componentes do sistema na plataforma (POSTHUMA-TRUEY KORF; VAN
AMERONGEN 2009).

Nos testes imunocromatograficos os marcados ndisados para preparacdo do
conjugado séo o latex e o ouro coloidal. As pald&gcde ouro sdo menores que as de latex, e
mais comumente usadas nestes testes (POSTHUMA-TREIMAKORF; VAN
AMERONGEN 2009).

Outros conjugados de enzimas, metais coloidaisticpias fluorescentes e particulas
magnéticas também séo usadas (MILLIPORE, 2008).

O resultado do teste imunocromatografico é comaittepositivo quando duas linhas
sao visiveis, sendo uma linha na regido controjee(Qutra na regiao teste (T). A intensidade
de cor da linha teste (T) podera variar de acomn a concentracdo presente na amostra.
Todavia, qualquer intensidade de cor na linha testea resultado positivo. No resultado

negativo apenas uma linha é visivel na regido on{C), ndo sendo observada linha na
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regido teste. O teste € considerado invélido quadda evidenciada a linha controle (C). As
razdes mais comuns de falha sdo o volume insufecié®a amostra ou falha no procedimento
técnico. Neste caso, rever a técnica e repetste tom uma nova tira.

Recentemente, foram sequenciados oito genomdsmtespiraspp, sendo de dois
sorovares dé.. interrogans(Lai e Copenhageni) (REN et al., 2003; NASCIMENE&Oal.,
2004a,b), de duas estirpes He borgpeterseniisorovar Hardjobovis (L550 e JB197)
(BULACH et al., 2006); de duas estirpes da espsajeodfital. biflexasorovar Patoc | (Paris
e Ames) (PICARDEAU et al., 2008); de duas estirdesL. licerasiae sorovar Varillal
(VAR010 e MMDO0835) (RICALDI et al., 2012). As ans#is computacionais destas
sequéncias tém contribuido para a identificacdo géees que codificam proteinas
possivelmente envolvidas na patogénese da doeacaruiéncia e na interacao patogeno-
hospedeiro. Estes estudos sdo de grande importaaciausca de proteinas para serem
utilizadas no desenvolvimento de vacinas e métdaaposticos mais eficientes.

A proposta deste trabalho é utilizar proteinasmdsinantes déeptospiraspp. como
antigenos no desenvolvimento de um teste rapidsadasem ensaio imunocromatografico do
tipo dipstick como possivel método diagnostico da leptospianémal. Métodos sorologicos
utilizando proteinas recombinantes como antigenodem possibilitar sensibilidade e
especificidade maiores devido a maior concentrdegdantigenos imunoreativos e a auséncia
de sitios inespecificos. Tomich et al. (2009) obm@rem bovinos uma alta sensibilidade e
especificidade apresentada pelo Teste IgG ELISAzatido a lipoproteina de membrana
externa LipL32 em sua forma recombinante. Os rado# obtidos sugerem a aplicacdo deste
teste em investigacdes soroepidemioldgicas dedpjptse bovina, para triagem de animais
positivos, conferindo mais rapidez e praticidade @ocedimentos laboratoriais.

As proteinas escolhidas para este trabalho (QuBdséo provaveis lipoproteinas de
membrana externa e foram identificadas utilizarstcamentas de bioinformatica em trabalho
anterior desenvolvido por nosso grupo (BARBOSA e810).

As lipoproteinas bacterianas sdo um grupo imptateda proteinas de membrana que
possuem a cisteina amino-terminal covalentemegéeldi a acidos graxos. Sao sintetizadas
com um peptideo sinal, clivado por uma peptidasal sintes da ligacdo covalente aos acidos
graxos. EmL. interroganssorovar Copenhageni estirpe L1-130 foram idemstifes 136
provaveis lipoproteinas (NASCIMENTO et al.,, 20048ETUBAL et al.,, 2006). Esta
diversidade sugere que muitas funcbes celularesnpaskr dependentes destas proteinas,

como formacéo e estabilizacdo da parede celuarsporte de substratos, interacao bactéria-
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hospedeiro e viruléncia, como ja descrito paraasuliactérias (BABU; SANKARAN, 2002;
SUTCLIFFE; HARRINGTON, 2004).

As lipoproteinas Lp25, Lpll, Lp22, Lp35 e LipL32u@iro 1) sao hipotéticas e ainda
nao foram identificadas em nenhum outro organisras groteinas Lp21, Lsa30, LcpA, LigA
e LigB ja possuem func¢des descritas (BARBOSA eRéll0).

Resultados obtidos com a Lp21 mostraram que estaipa é expressa nas células dos
tubulos renais de animais infectados, esta loddizaa membrana externa da bactéria e
também € capaz de aumentar a expressao de moldewdaeséo (ICAM-1 e E-selectina) em
células endoteliais (HUVECS) (VIEIRA et al., 2007).

Estudos descreveram a capacidddeproteina Lsa30 em aderir a componente de
matriz extracelular como fibronectina plasmaticdaminina, atuando como receptora de
plasminogénio e podendo ocasionar a atividade @ftota através da producdo de plasmina.
Além disso, esta proteina interfere na cascataodgplemento através da interacdo com o
regulador de C4BP (SOUZA et al., 2012). As molézula adesdo sdo proteinas localizadas
na superficie de células eucaridticas e estédo edasl nas interacdes celulares ou com a
matriz extracelular. Muitas bactérias, como a Ilgpi@, invadem os tecidos do hospedeiro
através da habilidade de se ligarem as moléculagdeifio.

A proteina codificada pelo gene LIC11947 (Quadydol caracterizada, por nosso
grupo, como a primeira proteina de leptospira cajeanteragir com a proteina reguladora de
complemento C4BP (BARBOSA et al.,, 2010). Devido sdaefuncdo, esta proteina foi
nomeada de LcpA, pataeptospiral complement regulator-acquiring protéinE conservada
em diferentes espécies de leptospiras patogéniessaeausente nas espécies saprofitas. A
habilidade de escapar aos mecanismos de defesa,inemtre 0os quais o0s sistemas fagocitico
e complemento, parecem constituir uma estratégsenegl para que as leptospiras
patogénicas sobrevivam e consigam invadir os tecitm hospedeiro (BARBOSA et al.,
2010).

As Lig (Leptospiral immunoglobulin-like) sdo pertentes a familia de proteinas
bacterianas que se caracterizam pela presencardaids Big repetidos. Trés genes ligA,
ligB eligC) ja foram descritos e sé estdo presentes emiesgeatogénicas. O gene ligB é
encontrado em varias espécies de leptospiras eaaquigh € restrito as espéciebs.
interrogans e L. kirschneri e ligC € um pseudogene (PALANIAPPAN et al., 2002;
MATSUNAGA et al., 2003; KOIZUMI; WATANABE , 2004; ERQUEIRA et al., 2009).
As proteinas LigA e LigB estéo localizadas ha memarexterna da bactéria e participam dos

processos de adesdo das leptospiras as célulasido to hospedeiro. Possuem as regides
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amino-terminais idénticas, que correspondem adegrgnios Big repetidos, seguidas por uma
regido variavel de aproximadamente sete dominigsr@&ietidos. LigB apresenta ainda uma
regido carboxi-terminal sem dominios Big repetigdtATSUNAGA et al., 2003). Estas
proteinas se ligam a uma variedade de componeatesmttiz extracelular mediando a adeséo
das bactérias a células hospedeiras. Além disseragem com reguladores negativos do
sistema complemento humano ajudando no processoopprocesso de evasdo ao sistema
imune inato (CASTIBLANCO-VALENCIA et al., 2012).

A LipL32 é a mais abundante proteina de membratere de espécies patogénicas
de Leptospirastem sido considerada um promissor candidato gemtivacinal embora seja
capaz de induzir somente imunidade protetora pagamlmhamsters desafiados com indculo
letal deLeptospira(HAAKE et al., 2000). Além disso, a resposta imdgita do hospedeiro
a LipL32 é bastante intensa (NABITY et al., 201Bksas caracteristicas sugerem que a
LipL32 seja adequada ao desenvolvimento de nowstsstele diagndstico sorologico para a
leptospirose (HAAKE et al., 2000). A lipoproteinecombinante LipL32 tem sido utilizada
em ELISAs para diagnéstico de leptospirose hum&ta®ANNERY et al., 2001), canina
(DEY et al., 2004) e bovina (BOMFIM; KO; KOURY, 260TOMICH et al., 2009).

Quadro 1- Proteinas recombinantes utilizadas mss$telo

Nomenclatura Nomenclatura da ~
Anotacéo do Genoma
do Genoma proteina
LIC10009 Lp25 Provavel lipoproteina
LIC10301 Lpll Provavel lipoproteina
LIC10507 Lp21 Provéavel lipoproteina
LIC10704 Lp22 Provavel lipoproteina
LIC11030 Lp35 Provavel lipoproteina
LIC11087 Lsa30 Provavel lipoproteina
LIC11947 LcpA Provavel lipoproteina
LigAC ) i o
LIC10465 . ) Lipoproteina com dominios Iglke
porcéo C-terminal
LIC10464 LigBN Lipoproteina com dominios Iglke
porcéo Mermina
LigBC . . _
LIC10464 Lipoproteina com dominios Ig{ke
porcéo C-terminal
LIC11352 LipL32 Lipoproteina
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral deste projeto foi avaliar a méffdo de proteinas recombinantes de
Leptospiraspp. como antigenos no desenvolvimento de um téptdo baseado em ensaio

imunocromatografico do tipdipstick como método diagndstico da leptospirose animal.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Expressar e purificar as proteinas recombinantes.

- Selecionar amostras de soros de animais da edp#dita reagentes e ndo reagentes
para a leptospirose provenientes da rotina dosrasirios de Zoonoses Bacterianas
da Faculdade de Medicina Veterinaria da USP atrdeéteste de Soroaglutinacéo
Microscopica (SAM).

- Avaliar a utilizacéo das proteinas recombinantefipadas na deteccao de anticorpos
especificos em amostras clinicas Ya@stern-blotting.

- Confirmar os resultados positivos [#tISAIgM e IgG.

- Conjugar o ouro coloidal ao anticorpo ou antigeno.

- Desenvolver, padronizar e montar o teste imunoctognafico com a proteina
recombinante selecionada.

- Analisar em amostras clinicas o teste imunocromatiog desenvolvido em

plataforma automatizada.
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3 MATERIAS E METODOS

3.1 PURIFICACAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES

As proteinas selecionadas para este trabalho éstinitas na tabela 1. As clonagens
dos genes LIC10009 (Lp25); LIC10301 (Lpll); LIC105QLp21); LIC10704 (Lp22);
LIC11030 (Lp35); LIC11087 (Lsa30); LIC11947 (LcpAliC10465 (LigAC); LIC10464
(LigBN); e LIC10464 (LigBC), em vetor de expresgabE (RAMOS et al., 2004), foram
realizadas por trabalhos realizados anteriormeotenpsso grupo (BARBOSA et al., 2010;
CASTIBLANCO-VALENCIA et al., 2012). A construcao [$T-17- LipL32 foi gentilmente
cedida pelo Dr. Paulo Lee Ho do Centro de Biotemgialdo Instituto Butantan (HAUK et al.,
2009). Os vetores de expressdo pAE (RAMOS et D4R e pDEST-17 possibilitam a
purificacdo da proteina recombinante através deneslde afinidade a metal, pois adicionam
seis residuos de histidinas na extremidade ammatal da proteina a ser expressa. A
expressdo da proteina recombinante s6 ocorre sarp@ da T7 RNA polimerase. Para isto,
foram utilizadas as linhagefs coli BL21 (DE3) (Novagen) que possui o gene da T7 RNA
polimerase integrado ao genoma, sob o controle mongtor LacUV5, induzivel por
isopropil-tiogalactosideo (IPTG) ou a linhagém coli BL21-SI (LifeTechnologies) com o
gene da T7 RNA polimerase sob o controle do pronmtiJ, induzivel por NaCl.

Para purificacdo das proteinas recombinantesnies@isoladas das transformactes
com as constru¢cées em pAE ou pDEST-17 foram indeslam meio LB para BL21 ou
LBON (meio LB sem NaCl) para BL21-S| suplementadoncampicilina. A cultura foi
incubada a 37°C para BL21 ou 30°C para BL21-SIbA8 horas, sob agitagdo. Este preé-
inoculo foi transferido para meio fresco contendpilina, utilizando-se uma diluicdo 1:20.
A cultura foi incubada novamente sob agitacdo af® 600nm = 0,6-0,8. A expressao das
proteinas recombinantes foi induzida com a adigdd M de IPTG ou 300 mM de NacCl
por mais 3 horas nas mesmas condi¢cdes anteriorescélilas foram coletadas por
centrifugacdo (2.057x g por 15 minutos a 4 °C), sedimento bacteriano foi pesado e
armazenado a — 70 °C até o momento do uso.

Posteriormente, o sedimento bacteriano foi ressuigo em 5 volumes (p/v) de
tampéo 20 mM Tris-HCI, 0,3 M NaCl, 5mM imidazol & @8,0. A seguir, a suspensao
bacteriana foi lisada através da passagem pel@hrieressure Cell Press (SLM Aminco) em
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gelo. A suspenséao resultante da lise foi centrdaga 12.857x g por 15 minutos, a 4 °C. O
sobrenadante (fracé@o soluvel) foi coletado e mardid°C até 0 momento da purificacdo. O
sedimento (corpusculos de incluséo-fracdo insojui@l lavado 2 vezes com tampédo de
lavagem (20 mM Tris-HCI, 0,5 M NacCl, pH 8,0) acriéscde 1M uréia, 0,1% de triton (v/v) e
5 mM [-mercaptoetanol. Os corpusculos lavados foram dadge a - 70 °C até a
purificacdo. Amostras da fracéo soluvel, fracaolingel e das lavagens foram analisadas em
gel SDS-PAGE com 15 % de acrilamida segundo prédodescrito em Sambrook et al.
(1989).

As proteinas recombinantes expressas na fracdeesqdLp25, Lp21, Lp22 e LipL32)
foram purificadas utilizando-se resina de afinidadetalica (“Fast Flow chelating
Sepharose™ GE Healthcare) carregada com 5 volumes de 100\i8W4 e equilibrada com
3 volumes de tampéo de ligacdo (20 mM Tris-HCI,\,8aCl, 5mM imidazol e pH 7,9). A
seguir, a fracdo soluvel foi adsorvida a resina d¢lxo 0,5 ml/min. Para eliminacédo das
proteinas contaminantes, a resina foi lavada comwoliines do tampéao de ligacdo (20 mM
Tris-HCI, 0,5 M NaCl, 5mM imidazol e pH 7,9) e 26lumes do tampéao de lavagem (20 mM
Tris-HCI, 0,5 M NaCl, 60 mM de imidazol e pH 7,9) proteina recombinante foi eluida com
6 volumes do tampéo de eluicdo (20 mM Tris-HCI, &, NaCl, 1 M imidazol e pH 7,9). A
proteina purificada foi dialisada progressivameaetra: (i) tampéo 1 (20 mM Tris-HCI, 0,5
M NacCl, 0,5 M imidazol, 0,1 % glicina, 1 mM EDTApH 7,9); (ii) tampao 2 (10 mM Tris-
HCI, 0,5 M NacCl, 0,1 % glicina e pH 7,9; (iii) PB®m 0,1% glicina e pH 7.6. Fragbes de
todas as etapas da purificacdo foram coletadaslesahas em gel SDS-PAGE com 15 %
acrilamida.

As proteinas expressas na fracdo insoluvel (LppB5, Lsa30, LigAC, LigBN,
LigBC) foram purificadas utilizando cromatografiee difinidade metalicg“Fast Flow
chelating Sepharose” GE Healthcare). Para tanto, o sedimento delsorpgos de incluséo
lavado foi ressuspendido em 10 volumes (p/v) deo&ande solubilizacdo (20 mM Tris-HCI,
0,5 M NaCl, 5mM imidazol, 0,1% de triton (v/v), 8iéia e pH 7,9) e mantido a temperatura
ambiente por 2 horas com agitacdo. Posteriormense]ubilizado foi diluido 100X em 20
mM Tris-HCI, 0,5 M NaCl, 5mM imidazol e pH 7,9, kamente. Esta solucéo foi adsorvida
(fluxo 1 ml/min) a coluna de afinidade a metal vyimenente carregada com 5 volumes de 100
mM NiSO4 e equilibrada com 3 volumes de tampaoigkcédo (20 mM Tris-HCI, 0,5 M
NaCl, 5mM imidazol e pH 7,9). Para eliminacdo dastginas recombinantes, eluicdo e
didlise foram utilizados os mesmos procedimenta@srites anteriormente para as proteinas

purificadas a partir da fracao solavel.
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O acompanhamento das etapas de purificagdo ftizada utilizando-se método
microanalitico com reagente de Bradford (PiercadiioResearch Products, Thermo Fisher
Scientific). Para cada 1l de amostra utilizaram-se 10 de reagente de Bradford diluido
cinco vezes em PBS, numa placa de microdiluicdmdcontroles foram adicionados 10 pl
de uma solugédo contendo albumina numa concent@agétecida e 10Ql do tampéo PBS.
Através da leitura da absorbancia a 595 nm, a otraggio da proteina foi estimada e dessa
maneira as amostras serao selecionadas para amdisgel de SDS-PAGE.

A concentracdo da proteina recombinante purifioad#ialisada foi calculada pela
leitura espectrofotométrica a 280 nm, utilizand@smeficiente de extin¢gde)( pela formula
de Lambert e Beer (Do = Cd, onde C € a concentracdo molar da proteina e ¢aminho
optico). Os coeficientes de extincdo das proteime®mbinantes foram calculados por

programa disponivel em servidor publico (http://wwexpasy.ch/).

3.2 ELETROFORESE EM GEL SDS-PAGE

As eletroforeses foram realizadas segundo pratsadéscritos por Sambrook, Fritsch
e Maniatis (1989), utilizando-se géis de empilhameztom 1 mm de espessura, 5% de
bisacrilamida/acrilamida e 15% de bisacrilamidalacrida no gel de separacéo (a partir de
uma solucéo de 29% Acrilamida e 1% Bisacrilamiéa)eletroforeses foram feitas a 8 V/ cm
de gel de empilhamento e 15 V/cm de gel de separadg@mperatura ambiente.

Posteriormente, os géis foram corados ¢@momassie Blue Brillant R-250(USB
em 50% etanol e 10% acido acético em agua por @rdsha temperatura ambiente e
descorados com solugdo de 30% etanol e 10% acklocaem agua. Para secar, foram

envoltos em papel celofane.

3.3 SOROAGLUTINACAO MICROSCOPICA (SAM)

A técnica de soroaglutinagcdo microscoépica (SAM)réalizada no Laboratério de
Zoonoses Bacterianas da Faculdade de MedicinaiWatier da USP, utilizando 24 variantes

sorolégicas déeptospiraspp.
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As culturas de leptospiras foram mantidas em nigwido de EMJH modificado
(FAINE et al., 1999) suplementado com 10% de setérié de coelho e inativado a 56°C por
30 minutos, enriquecido com 1% de piruvato de sddi6 de cloreto de célcio, 1% de cloreto
de magnésio e 3% de L-asparagina e incubadas dusmie a dez dias em estufa
bacterioldgica a 28°C. Cada cultura foi examinadmntp a pureza e auséncia de
autoaglutinagdo em microscopia de campo escurouemerao 100X. A densidade antigénica
obtida foi conteve aproximadamente de 100 a 200@omganismos por campo microscopico
(100X). Cada amostra de soro foi diluida a 1:50setcao salina tamponada de Sorénsen
(pH 7,4). Desta diluicdo, 50 pL foram colocados mmsroplaca de poliestireno de fundo
chato com 96 pocos (COSTAR) e acrescentados del.5dbjcultura, obtendo-se diluicdo
inicial 1:100. Cada amostra sorologica foi colocdente a bateria antigénica com 24
sorovares. As microplacas sdo incubadas em estofarinlogica a 28 © C por trés horas. Os
soros reagentes na triagem foram novamente tespailasa determinacéo do titulo final de
aglutininas antileptospiras, efetuando-se diluigg@adas em escala geométrica de razéo dois
em solucao salina tamponada de Sorénsen (pH a@escidos de 50uL do antigeno que foi
detectado como positivo na triagem.

As microplacas foram incubadas em estufa bacfeicd a 28 °© C por trés horas. As
leituras foram realizadas em microscépico opticorasicopio Jena Zeiss com condensador de
campo escuro seco, com lente objetiva Epiplan 128/8 de ocular 10 (100X) observando-se
a formacéao de aglutinacdes. Na triagem, os soralluigdo de 1:100 que obtiveram 50% ou
mais leptospiras aglutinadas foram titulados frate respectivos antigenos. O titulo final foi
a reciproca da maior diluigdo (>100) que apresemeld menos 50% de leptospiras
aglutinadas (FAINE et al., 1999).

3.4 WESTERN-BLOTTING

Os titulos dos soros obtidos peLISAforam utilizados como referéncia na diluicdo
dos mesmos nos experimentosWestern-BlottingAs proteinas recombinantes purificadas
foram submetidas a eletroforese em gel SDS-PAGEq)Ibtransferidas por sistema umido
(BioRad Laboratoriespara uma membrana de nitrocelulddgliond-ECL - GE Healthcaje
durante uma hora a 0,65 mA/cm de gel, imersos empda de transferéncia (48 mM Tris-
Base, 39 mM Gilicina, 20% etanol e 0, 037% SDS, pB).8 Apds a transferéncia, a
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membrana foi corada com Ponceau S (0,1% Ponceal0#&macido acético), O excesso de
corante foi lavado com &gua destilada e a membeadigitalizada para monitorizacdo da
transferéncia. O gel foi corado com 0,25%Ct®massie Blue Brillarem 50% etanol e 10%
acido acético em agua, por 1-2 horas, a temperatataente e descorado com solucéo de
30% etanol e 10% &cido acético em agua para cerdeotransferéncia (BURNETTE, 1981).

Os sitios inespecificos foram bloqueados incubaeda membrana com solucdo de
bloqueio (10% leite desnatado liofilizado em PB&d2% Tween-20) sob agitacdo, por 16
horas, a 4 °C. Posteriormente, a membrana foi lu&s$ vezes com PBS-T (PBS com 0,2%
Tween-20) sob agitacao por 15 minutos.

A reagdo com o primeiro anticorpo foi feita commosdos animais, na diluicdo 1:100
seguido de incubacdo com o segundo anticorpo g@tiblovino conjugado com peroxidase
(KPL) na diluicdo 1:5000. Os soros e anticorpos fordoidbs em PBS-T e as incubacbes
foram realizadas por 1 hora a temperatura ambganteagitacdo. Depois de cada incubagéo,
a membrana foi lavada trés vezes com PBS-T, ponibbtos, a temperatura ambiente com
agitacao. A deteccao foi realizada através dazatiio de'kit” ECL (GE Healthcarg. A
membrana foi exposta a filme de raiosbf/perfilm - GE Healthcarepor tempos curtos (30

segundos a 2 minutos), o filme revelado e digitalx

3.5 ELISA

O ELISA (enzyme-linked immunosorbent asday)eito segundo método descrito em
Sato et al. (1983). Para a adsorgdo dos antigpfaxsis de microdiluicdo de 96 pogos de
poliestireno de alta afinidade foram expostas a solacdo de Jug/mL de cada proteina
recombinante purificada em tampéo 0,1 M carbonatabonato pH 9,6 e incubadas, por 16
horas, a #C. Os sitios inespecificos foram bloqueados com [Eis desnatado liofilizado
em PBS com 0,05% Tween-20, por 1 hora, &8B7Posteriormente, a placa foi lavada trés
vezes com PBS-T (PBS com 0,05% Tween-20) pararetiexcesso de solucdo de bloqueio.
Apés as lavagens, foram realizadas diluicdes sasiads soros dos animais em tampao de
diluicdo (1% leite desnatado liofilizado em PBS c@®1% Tween-20). Seguida pela

incubacédo por 1 hora a 3. Posteriormente, os pogos foram lavados tréssveza PBS-T
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e a reacao com o segundo anticorpo conjugado camigase, diluido 1:5000 em tampao de
diluicao, foi realizada, por 1 hora, a 37 °C, sdgude lavagens como descrito anteriormente.
O reconhecimento foi realizado através de reagémn o substrato orto-
fenilenodiamina (OPD), em tampéao citrato-fosfatopmesenca de tracos de®4, por 10
minutos. A reacao foi interrompida pela adicdo d¢ @& HSO, e a intensidade da reacgao foi
determinada pela leitura da DO em 492 hhl{iskan EX;Thermo Fisher Scientific).

3.6 OBTENQAO DO SORO POLICLONAL CONTRA A PROTEINA RECCBINANTE
LipL32

Para a producdo deste soro hiperimune, um coethoinfunizado por via
intramuscular com 25Qug da proteina recombinante purificada, com doisrces em
intervalo de aproximadamente 15 dias. Os anima@rfesangrados ap0ds ultima imunizagao.
O soro obtido foi purificado por precipitacdo conidéd caprilico. A fragdo enriquecida em
IgG de cada um dos soros de animais com a difergmteteinas foi obtida conforme
metodologia descrita por McKinney e Parkinson (}9®ara isso, cada um dos soros foi
diluido em quatro volumes de tampéo acetato deosg@limM pH 4,0 e o pH final ajustado
para pH 4,5. O acido caprilico foi adicionado gatgeta, na proporcédo de @b por mL da
solucdo, a temperatura ambiente sob constantecagitaApés 30 min, a solucédo foi
centrifugada a 10.000 x g por 30 min a 4 °C. O amdwlante foi coletado e acrescido de PBS
0,1 M pH 7,2 (1 parte de PBS para 9 partes do sadente), sendo o pH final ajustado para
7,4 com NaOH 1 M. A seguir, o sobrenadante foiri@sd a 4 °C e submetido a precipitacado
com sulfato de aménio (0, 227 g de sulfato de ampaor mL da solucéo) a 4 °C por 1 h sob
agitacdo. A solucéo foi centrifugada a 5.000 x g p6 min a 4 °C e o sobrenadante
desprezado. O precitado foi dissolvido com PBS 0/0OpH 7,2 (cerca de 1/10 do volume
original do soro) e submetido a dialise contra RPBSdois dias com duas trocas por dia. A
solucéo obtida foi filtrada em filtro de poro 0,48 e o conteudo protéico foi determinado

peloKit Qubit ® Fluorometer(Invitrogen) A titulacdo dos soros foi feita pdcIBA.
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3.7 PRODUCAO DO SORO DE COELHO ANTI-IgG BOVINO

Para a producdo do soro anti IgG bovino, um codthioimunizado por via
intramuscular com 250 pg da imunoglobulina bovigé& I(sigma), com dois reforgcos e
intervalo de 15 dias entre cada aplicac&o. O sermdlho obtido foi purificado em coluna de
afinidade & proteina G SepharostTtap "™ Protein G HP Columns GE Healthcare). A
proteina G-Sepharose foi escolhida, pois possubmadinidade a IgG de coelho e minima
ligacdo a albumina, resultando em uma purificadémeate e de grande rendimento. Para
tanto, a coluna foi previamente equilibrada conoluwmes do tampé&o de ligagao (fosfato de
sédio 20mM pH7,0). Em seguida, a amostra contentdg@G foi adsorvida (fluxo 1 ml/min)

a coluna de proteina G, com posterior lavagem cawilnes do tampéo fosfato de sédio 20
mM pH 7,0, para retirada das proteinas ndo adsmsvim seguida, as proteinas ligadas a
matriz da coluna (anticorpos) foram eluidas cosadlicina (1 M, pH 9,0 tris e 0,1 M, pH 2,7
glicina) Imediatamente, o pH da amostra coletadalmgéo foi neutralizado com solucéo de
tris HCL (1 M, pH 9,0). A amostra correspondentepéad de eluicdo foi dialisada contra
PBS. A solucédo obtida foi filtrada em filtro de po®,45um e o conteudo protéico foi
determinado pel&it Qubit ® Fluorometer(Invitrogen). Para verificar o grau de pureza dos
anticorpos, 1qug do conteudo protéico foram submetidas & SDS-PABR e o gel corado

comComassie BluéBio-Rad). A titulacdo dos soros foi feita por EALS

3.8 DESENVOLVIMENTO DO TESTE IMUNOCROMATOGRAFICO

O protocolo de conjugacédo do ouro coloidal comgemd (proteina recombinante) ou
anticorpo (anticorpo anti-lgG) foi realizado de @td com o método descrito por Oliver
(2010). Para isso, 1 mg do antigeno (Ag) ou amdAc) foi ressuspendido em tampéo
borato 0,2 M (borato de sddio 0,2 M, NaCl 0,15 M, p0) e dialisado contra tamp&o borato
2 mM (borato de sddio 2 mM, NaCl 1,5 mM, pH 7,0emperatura ambiente por 2 horas.
Posteriormente, a quantidade 6tima de antigenontioiogpo necessaria para estabilizar o
ouro coloidal foi determinada utilizando-se 10Gglouro coloidal a 0,01% (20nm, Sigma) e

10 pl de diluicdes seriadas do antigeno ou antictampao borato 2 mM. A quantidade de
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Ag ou Ac satisfatoria para estabilizar o ouro falservada na diluicdo em que a solu¢ao nao
sofreu alteracdo de cor.

Em seguida, a conjugacao foi realizada adicionaed@0 ml da solucdo de ouro
coloidal a 0,01% a quantidade de antigeno ou apticaleterminada na etapa anterior,
mantendo-se em agitacdo por 30 minutos a temparatabiente. A reacao foi estabilizada
com 1% de BSA em agitacdo por mais 30 minutos @deatura ambiente. Posteriormente, a
solucéao foi centrifugada a 12.000 x g por 20 miawa4® C e o sobrenadante descartado. O
sedimento foi ressuspendido em 2 ml de 2% BSA (B$A em 0,01M de tampéo borato) e
centrifugado a 12.000 x g por 20 minutos a 4° Ga Etapa foi repetida mais uma vez para a
completa eliminacdo das proteinas livres. Por direedimento foi ressuspendido em 1 ml de
tampéo de armazenamento (3% de BSA, 3% de sac@r64eM de borato de sédio e 0,05%
de azida de sodio) e armazenado a 4° C até o momentso.

No quadro 2, sdo mostrados os papéis utilizaddsste imunocromatografico e suas
caracteristicas. Cada tipo de papel foi tratadesada montagem da fita separadamente. Os
papéisSample pad i imerso em Tampapad Tween (20 mM de tampéao borato de sédio;
0,05% de azida de sodio, 3% pH 7) e secos a tetmperambiente em dessecador a vacuo
overnight no conjugate padfibra de vidro) foram aplicados na membrana:2@a solucdo
da proteina recombinante conjugada ao ouro nas raeag) Em seguida, as membranas
foram secas em dessecador a vasuernight No Nitrocellulose HiFlow Plus1,5 uL de
anticorpo anti-IgG bovino ou anticorpo anti-lgG Hser diluidos em PBS 0,01 M pH 7,2
foram aplicados na linha teste 1.b do anticorpo anti-proteina recombinante (antiti3p)
feito em coelho foram aplicados apés 0,5 cm daalitgste, sendo esta a linha controle. O
absorbing pah&o necessita de tratamento.

Para montagem do teste, os papéis previamenseldeaforam sobrepostos em uma
base plastica de aproximadamente 6 x 0,5 cm edsxadm auxilio de fita adesiva dupla-face

conforme o0 esquema da figura 1.
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Quadro 2 - Papéis utilizados no teste imunocromafiog e suas caracteristicas

Tipo de papel Marca Medidas Funcéo
Possibilitar o fluxo
Nitrocellulose da amostra para
HiFlow Plus Millipore 2X0,5cm reagir com a linha|
HFB24004 teste e linha
controle
Absorver a amostrg|
Cellulose fiber o
. no inicio(sample
sample pad e Millipore 2X0,5cm
) pad)e final da fita
absorbing pad ]
(absorbing pad)
Regiao de
Glass fiber localizag@o do Ab
) Millipore 1X0,5cm )
conjugate pad ou Ag conjugado
com ouro coloidal

Figura 1 - Esquema de montagem do teste imunocogmidico

A T A /|~ A T
Conjuzate pad Linha controle Absorbing pad
fibra de vidro: anti-proteina fibra de celulose
Antigeno-Au ou recombinante ou
Anticorpo-Au IeG
Sample Pad 5
Linha y
Fibra de celulose: tesibe M‘embz ama de
Amostra clinica Antigeno BTy cElmane
‘L Am?t-:lo o l V.
v P v

5

Fonte: Gotti (2015)

Legenda: Representacdo esquematica demonstrandontagem pela sobreposicdo das membranas e o0s

principais componentes para construcdo da fita @owomatografica; Antigeno-Au (antigeno
conjugado com ouro coloidal); Anticorpo (anticoiqmmjugado com ouro coloidal).
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Para a aplicacao do teste, a porcao fisample padyla fita foi colocada em contato
com a amostra de soro. Os tempos de incubacda#ugdHes das amostras dos soros dos
animais para o desenvolvimento serdo definidos ppdsonizacdo da técnica. Neste ensaio
piloto, foi utilizada uma incubacdo de 20 minutosm uma diluicdo de 1:10 do soro e a
leitura realizada visualmente.

A intensidade de coloracdo avermelhada é o iridccala reacdo positiva. O teste é
considerado positivo, quando as duas linhas (lielsée e linha controle) foram visiveis,
independentemente da variacdo da intensidade deNeoreacdo negativa apenas a banda

controle deverd estar corada (Figura 2).

Figura 2 - Interpretacao do teste imunocromatogpafi

Preparo da Fita
Interpretacao dos resultados

POSITIVO NEGATIVO INVALIDO

A A

- —{c—c C cl |c

Fonte: Gotti (2015)

Legenda: A interpretacdo do teste € realizada apdsinutos de contato com a amostra. Resultaddss®® é
POSITIVO: quando duas linhas sao visiveis, umaalina regido controle (C) e outra na regido teste
(T), NEGATIVO: quando apenas uma linha controle éQYisualizada, ndo sendo observada a linha
teste (T) e INVALIDO: quando n&o é observado adiobntrole (C).
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3.8.1 Tratamento dos papéis do teste imunocromatografice outros parametros do
teste

Com o objetivo de aumentar a sensibilidade doetelstersos parametros foram
analisados, como regido de bloqueio, pré-tratameosopapéis, concentracdo dos reagentes
na linha teste utilizando a sacarose, diluicdo des#ra teste, tampdes de amostras,
utilizando-se o modelo tipo | com soro hiperimueecdelho.

O papelSample padgue entra em contato com a amostra, foi bloqueado aois
tipos de tampdes: 1) Tampgad (20 mM de tampéao borato de sddio, 0,1% de TritelOR e
0,1% de azida de sédio, pH 8,5) contendo 1% de B3A;ampéaopad Tween (20 mM de
tampao borato de sdédio; 0,05% de azida de sédio,pBR4/. Depois de imergidos nos
tampodes, foram secosyernightde trés formas distintas: em temperatura ambié&otéC por
2 h e em dessecador a vacuo.

Na fibra de vidro, porcaconjugate padforam aplicados na membrana g0 da
solucéo da proteina recombinante conjugada ao Buncseguida, as membranas foram secas
em dessecador a vac({folab) e umidade relativa e 20-2@r duas horas@vernight

Para tentar melhorar o grau de absor¢cdo no monunteplicacdo dos reagentes na
linha teste e na linha controle, testamos divetaosmnhos de membrana de nitrocelulose e
sua ativacdo da membrana com posterior bloqueiom#@ma. As membranas de
Nitrocellulose HiFlow Plusdos tamanhos 75, 135, 180 e Zéfam testadas quanto a sua
melhor absorgéo. Posteriormente foi realizada wagdo da membrana de nitrocelulose
utilizando solugédo de tris HCL com glicerol a 0,486r 15 minutos com agitagao.
Posteriormente, a membrana de nitrocelulose fadawuma vez com solugdo de lavagem
NaHPQO; 10 mM pH 7,5 e seca na estufa &@durante a noite. Apos a ativacdo, foram
aplicados os reagentes na linha teste e contr@eul(1de anticorpo anti-lgG Coelho, 2mg/ml,
diluidos em PBS 0,01 M pH 7,2 na linha teste eul, 8o anticorpo anti-LipL32, 2mg/ml, na
linha controle). A seguir, a membrana foi seca emperatura ambiente em dessecador a
vacuoovernight.Posteriormente, a membrana foi bloqueada com &oltrgs HCL 0,1M pH
7.6 contendo 2% BSA, por 15 minutos em agitacaengeératura ambiente. Em seguida, a
nitrocelulose foi lavada cinco vezes por dois nosutom tampao fosfato de sddio 10 mM pH
7,5 e uma vez com tris HCL com 0,4% glicerol. Apokvagem, a membrana foi seca em

temperatura ambiente na camara de vaweonight.
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Para a eliminacdo de sais que pudessem intenerieste, foi realizada a dialise da
solucéo da linha teste (anticorpo ou proteinafenesso para padronizacao foi utilizado anti-
IgG Rabbit. Posteriormente, diferentes concentgde sacarose foram 3%, 5%, 9%
adicionados a solucéo dialisada, que foi aplicadhnha teste. A membrana de nitrocelulose
nao foi ativada e nem blogueada.

Diferentes diluicbes do soro teste foram testadéiizando a amostra pura, diluidas
1:5 e 1:10. Aléem das diluicbes, as amostras forastatlas com diferentes tampdes de
amostras:

-PBS uma vez,

-Tampéo 1) Tris-HCL 50 mM pH7,4, NaCL 150 mM, TntX-100, BSA 1%, EDTA 1 mM;
-Tampao 2) Tris-HCL 50 mM pH7,4, NaCL 150 mM, Twezh 0,05%, BSA 1%, EDTA 1
mM;

-Tampao 3) Tris-HCL 50 mM pH7,4, NaCL 150 mM, Tweé® 0,05%, BSA 2%,
Desoxocolato de sodio 0,25%, EDTA 1 mM;

-Tampao 4) Tris-HCL 50 mM pH7,4, NaCL 150 mM, Twezh 0,05%, BSA 1%, EDTA 1

mM; sacarose 2%.

3.8.2 Modelos de testes imunocromatograficos para deteag@le anticorpos

Existem diversos modelos de configuragdo dos gesteunocromatogréficos.
Definimos como tipos I, Il e lll para deteccdo ddi@rpos nas amostras de soro. Cada
dispositivo tem suas limitacdes e vantagens. Salgaio os modelos:

- modelo tipo | (Figura 3): Este € um modelo deefamica, destinado a deteccdo de
anticorpos. O antigeno, neste caso proteina recamia, € conjugado ao ouro coloidal liga-

se especificamente ao anticorpo presentes na amusttira € colocada uma quantidade de
anticorpo anti-imunoglobulina ou proteina A capaz ahptar 0os anticorpos presentes na
amostra de soro. Na regido do controle, sdo fixattisorpos contra antigenos (antiproteina
recombinante). Por cromatografia, o complexo antigeuro coloidal formado na érea do

conjugado desloca-se ao longo da membrana paragdses teste e controle. Nas reacfes
positivas 0s anticorpos especificos reagem com aatcplas conjugadas ao antigeno,

originando uma linha vermelha na regido teste. i@ugado ao ouro ndo capturado continua a
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migrar até a extremidade da ticade é captado na regido de controle, gerandosegunda
banda vermelha, indicando a funcionalidade do .teste

Figura 3 - Teste imunocromatografico tipo |

TIPOI AMOSTRA I
T A A
Anti-lgG
OC +proteina Anti-proteina
recombinante recombinante

Fonte: Gotti (2015)

- modelo tipo Il (Figura 4): Destina-se a detecgéaanticorpos presentes na amostra de soro
que se ligam as particulas de ouro coloidal redasticom antigenos (proteinas
recombinantes). O mesmo antigeno de captura (peotecombinante) esta fixado na linha
teste. Logo a seguir, na linha controle esta @wargo antiproteina recombinante. Enquanto a
amostra flui através da membrana de nitrocelulasécorpos especificos contra antigeno
ligam-se ao conjugado para formar o imunocompléxste imunocomplexo se liga aos
respectivos antigenos de captura na linha testéindmo sinal de coloragdo com uma linha
vermelha na regido da linha teste. O excesso dagam reage na linha controle, validando

0O teste.

Figura 4 - Teste imunocromatografico tipo Il

TIPO Il AMOSTRA I #
V;

proteina

recombinante
Anti-proteina

recombinante

OC + proteina
recombinante

Fonte: Gotti (2015)

- modelo tipo Il (Figura 5): Neste modelo, as fmaas de ouro sédo recobertas com um

ligante especifico para a por¢cdo Fc dos anticorpmsio um anticorpo anti-Fc de 1gG ou
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Proteina A ou G. Para que a reacao se efetivénima teste estdo os antigenos impregnados
(proteina recombinante) e na linha controle a imglotulina (IgG). Por cromatografia, o
complexo anticorpo anti-IgG ou proteina A-ouro @dd impregnado na area do conjugado
desloca-se ao longo da membrana. Na reacdo posgiaaticorpos especificos reagem com
as particulas conjugadas com a proteina A, geramdolinha vermelha na regido teste e uma

segunda banda na regido controle.

Figura 5 - Teste imunocromatogréfico tipo Il

TIPOII AMOSTRA I

3
proteina
. recombinante
OC +anti-IgG 19G

Fonte: Gotti (2015)

3.8.3 Modelo de teste imunocromatogréfico para deteccacedantigeno

Um novo modelo de teste imunocromatografico fotas para detectar antigeno.
Este modelo utiliza um anticorpo fixado ha membyrémanando uma ponte com um segundo
anticorpo ligado a particula colorida ou ouro adédi Uma restricdo a este modelo seria que
a leptospira € eliminado de forma intermitente,ethiefendo da espécie animal em questéo,
como os bovinos. Porém, em humanos e cédo, ondare faguda é bastante presente, este
formato seria bem aplicado.

Para o desenvolvimento do teste imunocromatogréfipaz de detectar o antigeno foi
utilizado anticorpo anti-LipL32 conjugado ao oumanticorpo anti-LipL32 na linha teste e

anti-lgG coelho na linha controle (Figura 6).
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Figura 6 - Teste imunocromatografico para detedgdantigeno

DETECGAO AMOSTRA I I
DE
ANTIGENO T 1‘ T
Anti-LipL32
OC +anti-LipL32 Anti-lgG coelho

Fonte: Gotti (2015)

A conjugacao do ouro coloidal com o anticorpo-aiglL32 foi realizada conforme
com o mesmo protocolo descrito para os outros medglo | e 11l (OLIVER, 2010). Apos a
conjugacdao, o teste imunocromatogréfico foi redlizpara deteccdo de antigeno. A porcao
Sample padoi imersa em Tampapad Tween (20 mM de tampao borato de sddio; 0,05% de
azida de sodio, 3% pH 7) e secos a temperaturaecatebem dessecador a vaawernight
no conjugate padfibra de vidro) foram aplicados na 20 da solucdo do anticorpo anti-
LipL32 conjugado ao ouro coloidal. Em seguida, asntoranas foram secas dessecador a
vacuoovernight No Nitrocellulose HiFlow Plusfoi utilizada a membrana que usualmente
utilizamos para todos os modelos descritos até mento aHF 240, 1,5 uL do anticorpo
anti-LipL32 (2 mg/ml) foram aplicados na linha &est,5ul do anticorpo anti-IgG de coelho
(2 mg/ml) foram aplicados na linha controle.aBsorbing pachdo necessita de tratamento.
Para montagem do teste, os papéis previamentddsataram sobrepostos.

Para testar o modelo de detec¢cdo do antigenanfatdizadas amostras de urina
humana infectadas experimentalmente. Para tanta, auttura delLeptospira interrogans
sorovar Canicola cultivada em meio EMJH com BSA dentrifugada por 30 minutos, a
temperatura de 20°C, a 6500rpm, o sedimento oltiddavado com PBS uma vez.
Posteriormente, o sedimento celular lavado foiug®sndido em 1 mL de urina humana para
uma concentracdo final de 1X16élulas/mL. Uma diluicdo seriada da amostra deauri
infectada foi realizada, variando-se a concentraigid§ até 10 células /mL. Estas amostras

foram testadas no método desenvolvido.
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3.8.4 Uso de microesferas como conjugado para desenvohanto do teste

imuncromatografico

Com o objetivo de aumentar a sensibilidade do fest@ocromatografico do modelo
tipo | foi realizado a conjugacéo da proteina regioante LipL32 com microesferas Estapor
® K-030 Azul (MERCK). Para isso, as microesferasaifo diluidas para concentracéo final
de 1% em Tampao PBS pH 7,45 (fosfato de potassimMffosfato de s6dio monobasico 2
mM; cloreto de sodio 150 mM). A proteina foi adidola em trés diluicbes diferentes
testadas (0,2; 04 e 0,8 mg/ml) e a reacdo incubsola, agitacdo, durante 2 horas a
temperatura ambiente. Posteriormente, foi realizaid@ubacao da suspensdo durante a noite,
a £ C com agitacdo constante. A seguir, a solucaodwirifugada a 9400 g por 15 minutos.
O sedimento foi ressuspendido em tampao de bloqikB&, 1% BSA e 0,05% azida de
sédio) e incubado por 1 hora em agitacdo. Aposcabecdo, a suspensédo foi centrifugada
novamente e ressuspendida em tampéao de estoqtaqfdé mM pH 7,5, NaCl 25 mM, 1%
BSA, 0,1% Tween 20, 0,05% Triton X-100, 0,1% NaNDurante as lavagens, a amostra foi
agitada vigorosamente para desfazer os grumos s ANG, 2008).

O modelo tipo I foi utilizado na avaliacdo das roesferas conjugadas com a LipL32,
utilizando soro de coelho hiperimune. Apos a congd® foi realizado o tratamento dos
papeis. O papebample padoi imerso em dessecador a vaaernight; no conjugate pad
(fibra de vidro) foram aplicados na membranapu20da solucdo da proteina recombinante
LipL32 conjugada a microesfera. Apds a aplicag8anambranas foram secas em dessecador
a vacuo em temperatura ambiente peer nigh No Nitrocellulose HiFlow PlugHF 240)
1,5uL de anticorpo anti-IgG coelho (2mg/ml) foram dilos em PBS 0,01 M pH 7,2 na linha
teste e 1,5uL do anticorpo anti-LipL32 (2mg/ml) foram aplicados: linha controle. O

absorbing pah&o necessita de tratamento.

3.8.5 Aplicagédo e validagéo do teste em amostras clinicam plataforma diagnostica

Apoés escolha e padronizacdo dos testes imunocrgrafitms, foi realizado o teste
em amostras clinicas de diversas espécies anib@aim@s, eqlinos, cado, coelho, hamster e
suino), em plataforma diagndstica como mostra dgur
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Os testes que foram aplicados nas maquinas forasteimunocromatografico tipo |
(conjugado: ouro coloidal com proteina LipL32; bBnteste anti-IgG bovino feito em coelho
dialisado em tampéao fosfato 10mmM com 5 % sacardsda controle: anti-LipL32) e o
teste imunocromatografico tipo Il (conjugado: owwoloidal com proteina A; linha teste
proteina LipL32 dialisada em tampéo fosfato 10mnmdvhcS % sacarose ; linha controle:
anti-IgG coelho).

Figura 7 — Plataforma diagnéstica

Matrix 1600 Conjunto de filtros
I

Matrix 2360

i
%

Dessecador a vacuo

Compressor e

Fonte: Gotti (2015)

O preparo dos conjugados foram realizados comaittesmteriormente, seguida da
secagem dos papéis em dessecadora v&ala) como descrito na padronizacdo dos testes.

Foram aplicados os reagentes na linha teste enha tiontrole de acordo com cada
teste, através da maquirdatrix 1600 (Kinematic)Matrix 1600 Reagent Dispensing
Module (Kinematic Automation|nc.). Para isso antes de ligar a maquina se fegsséario a
limpeza das seringas aplicadoras calvool isopropilico e posterior lavagem com &agua
destilada. Apés a limpeza, as seringas sdo acaplaipeca de distribuicdo de reagente e o
suprimento de ar (compress8chulz, modelo MSY& ligado, a valvula do compressor é
aberta até armazenar ar comprimido e o desligamentorre automaticamente.
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Posteriormente, deve-se abrir lentamente a vablmleompressor e ajustar para que a pressao
do aparelho fiqgue entre 70 e 80 psi e preenchezaygientes de armazenamento (Linha teste
e linha controle) com os respectivos reagentesrmaémmo de 1mL, encaixa-los ao lado das
bombas e introduzi-los os respectivos tubos. Emidagé necessario, inicializar a bomba e
aplicacdo dos reagente&pds aplicagdo, a limpeza do aparelho dgua destithele ser
realizada cuidadosamente, posteriormente deixarlfpominutos com NaOH 0,1M, lavar
novamente com agua destilada aproximadamente 18nxdguar com etanol 30% deixando
agir por 10 minutos, com posterior lavagem com l@enagua destilada. Apos aplicacao, o
papel de nitroceluose foi seco em dessecador ad@rnight. Em seguida foi realizada a
montagem dos papeis no aparelho a vaddatrix 2210 Universal Laminator
Module(Kinematic Automation, Inc.), onde € colocado piliramente a fibra de vidro (ja
previamente seca com 0 conjugado), ap0s os papéiple padratado eabsorbing pad
Posteriormente, foi realizado o corte das fitasa ppquinaMatrix 2360 Programmable
Shear(Kinematic Automation, Inc.), nesta operagcdo, uma membramgrantle 30 cm rende
em meédia 60 fitas.

Para aplicacdo do teste, as amostras clinicas fdiamidas em tamp&o de amostra,
Tampéao 1) Tris-HCL 50 mM pH7,4, NaCL 150 mM, Trit¥r100, BSA 1%, EDTA 1 mM;
em uma diluicdo 1:10 em 100 pl de soro. Estes dorasn aplicados em placa de ELISA,
devido ao grande numero de amostras e as fitamferaersas durante 20 minutos, com

posterior leitura.

3.9 PRODUCAO DO OURO COLOIDAL

Além do ouro comercial utilizado para o desenvobmto do teste
imunocromatograficogBI solution20nm), foi utilizado um ouro coloidal produzidohouse
para controle de possiveis contamina¢des. O prot@ara a preparacao da solucao de ouro
coloidal foi realizado de acordo com o método despor Cvak (2012). Para tanto, 2,5 ml de
cloreto de ouro Il (2 mg/ml em &gua) foi aquecédé ocorrer a ebulicdo. Posteriormente, 2,5
ml de citrato de s6dio 25 mM foram adicionados lacgm de ouro com agitacdo. Logo apds
atingir uma coloragéo vermelho escuro, a suspeios@omazenada a4 até o momento do

uso e conservada com azida sodica 0,02%. Postenbdenpara a determinacao qualitativa do
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tamanho das particulas de ouro, foi realizada taréeida absorbancia UV/VIS entre os
comprimentos de 400-700 nm.

Em seguida, as particulas de ouro obtidas foranmieealas por microscopia
eletrénica de transmissao, onde as particulasfeleedies tamanhos foram visualizadas como
pontos elétron-densos negros, sendo possivel agaleananho, forma e homogeneidade das
mesmas. Posteriormente, uma fina camada da suspelesduro (10ul) coloidal foi
adicionada a um pedaco de parafilme e uma telalle cevestido com carbono foi colocada
sobre a amostra. Apos 2 minutos de incubacéo,aadelcobre foi seca cuidadosamente
utilizando papel de filtro, a secagem completaréalizada durante a noite. As amostras
foram analisadas em microscopio eletrénico de mn&@sfio LEO 906 E da Zeiss; modelo
programa de captura de imagem — ITE®lympus soft imaging solutions GmbH, version
ITEM E 23082007; Camera mega viem lIl.

3.9.1 Conjugacao do ouro coloidal produzidon housecom a proteina recombinante
LipL32

O protocolo de conjugacao do ouro coloidal contagina recombinante (antigeno)
foi realizado de acordo com o método descrito dove®(2010). Para isso, 1 mg do antigeno
foi ressuspendido em tampé&o borato 0,2 M (boratsdde 0,2 M, NaCl 0,15 M, pH 7,0) e a
solucao foi dialisada contra tampéo borato 2 mMdgtmode sodio 2 mM, NaCl 1,5 mM, pH
7,0) a temperatura ambiente por 2 horas. Postegiten a quantidade 6tima de antigeno,
necessaria para estabilizar o ouro coloidal foemheinada, utilizando-se 100 pl de ouro
coloidal a 0,01% produzidm housee 10 ul de diluicdes seriadas do antigeno em tampa
borato 2 mM. A quantidade de antigeno satisfafgaia estabilizar o ouro foi a observada na
diluicdo em que a solucao néo sofreu alteracd@de ¢

Em seguida, a conjugacao foi realizada adicionaed@0 ml da solucdo de ouro
coloidal a 0,01% a quantidade de antigeno detedaima etapa anterior, mantendo-se em
agitacdo por 30 minutos a temperatura ambienteeag&o foi estabilizada com 1% de BSA
em agitacdo por mais 30 minutos a temperatura amebi€osteriormente, a solugéo foi
centrifugada a 12.000 x g por 20 minutos a 4° Gelwenadante descartado. O sedimento foi
ressuspendido em 2 ml de 2% BSA (2% de BSA em 0,8&ampéao borato) e centrifugado
a 12.000 x g por 20 minutos a 4° C. Esta etapaefmetida mais uma vez para a completa
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eliminacdo das proteinas livres. Por fim, o sedimédoi ressuspendido em 1 ml de tampao
de armazenamento (3% de BSA, 3% de sacarose, Od¥lbdrato de sddio e 0,05% de azida

de sédio) e armazenado a 4° C até o momento do uso.

3.9.2 Teste Imunocromatografico tipo | com soro de coelhdiperimune utilizando o

conjugado com ouro coloidain house.

Apo6s a producdo do ouro coloidal e sua conjugagdn a proteina recombinante
LipL32, foi realizado teste imunocromatografico rated tipo | com soro de coelho
hiperimune para avaliar a conjugacéao realizada uastéo.

Posteriormente, a solugdo da proteina recombirtamjeigada ao ouro foi aplicada na
fibora de vidro ¢onjugate pajl e esta foi mantida em dessecador a vacuo a tamper
ambienteovernightpara secagem. Foi realizado o bloqueio na pdégaople padytilizando
o Tampagadcom Tween (20mM Borato de sédio; 0,05% de azidsodiéo e 3% Tween 20)
e a secagem foi realizada em dessecador a vaemopanatura ambientasernight No papel
de Nitrocellulose HiFlow Plugfoi aplicada 1,5 uL de anticorpo anti-IgG coelho (2mg/ml)
diluidos em PBS 0,01 M pH 7,2 foram aplicados naditeste 1,5L do anticorpo anti-
LipL32 (2mg/ml) foram aplicados na linha contrdiem seguida, as membranas foram secas
em dessecador a vacuo a temperatura amhbiosetaight O absorbing pachdo necessita de

tratamento. Para montagem do teste, os papéisaprente tratados foram sobrepostos.
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4 RESULTADOS

4.1 PURIFICACAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES

A primeira etapa deste trabalho foi o estabelecimde um protocolo de purificacao
adequado para cada proteina recombinante. A figuraostra o fluxograma geral dos

processos de purificacdo utilizados.

Figura 8 - Fluxograma do processo de expressaaofepagdo de proteinas recombinantes

Transformag&o em E. coli BL21

'

In6culo em meio LB-amp
(DOgsoorm = 0,6-0,8) e indugdo com IPTG por 3h

'

Lise bacteriana por alta presséao

Fracao soluvel Corpusculos de inclusédo

'

Solubilizacdo em 8M uréia

Renaturac@o | <mm

|

Purificacdo por cromatografia de afinidade a metal
(resina de sepharose carregada com NiSQy)

i
Eluicao da proteina recombinante com 1M imidazol
\
Dialise — | Proteina purificada
(PBS + 0,1% Gilicina) (estoque a -80°C)

Fonte: Gotti (2015)
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Para expressar as proteinas recombinantes, ggsktiicoliBL21 competentes foram
transformadas com os plasmideos pAE-LIC10009 (LpPRE-LIC10301 (Lpll), pAE-
LIC10507 (Lp21), pAE-LIC10704 (Lp22), pAE-LIC11030Qp35), pAE-LIC11087 (Lsa30),
PAE-10464N (LigBN), pAE-10464C (LigBC), pAE-10463.i¢gAC) e pDEST-LIC11352
(LipL32). Coldnias isoladas, obtidas destas tramségdes, foram inoculadas em meio
liguido LB-amp, a cultura foi mantida a 37 °C saptagdo até DO 600nm = 0,6. Neste
momento, adicionou-se 1mM de IPTG, mantendo-secabardo por mais 3 horas. Apos a
inducdo, a cultura bacteriana foi centrifugadasedimento foi utilizado para purificacdo das
proteinas recombinantes.

As proteinas recombinantes Lp25, Lp21, Lp22 e Lipf@am purificadas a partir da
fracdo soluvel adsorvida a resina de afinidade #@alm®roteinas contaminantes foram
eliminadas pela passagem de solugdo de lavagenenclantconcentracdes crescentes de
imidazol (20 mM a 60 mM). Apéds a eluicdo com 1Mdiol, as proteinas purificadas foram
dialisadas contra tampéao PBS e 0,1% glicina.

As proteinas recombinantes Lpl1, Lsa30, Lp35, LdpdBN, LigBC e LigAC foram
purificadas a partir da fracdo insolivel. O seditoede corpusculos de inclusédo foi
ressuspendido em tampéao de solubilizacdo conterddauBia, como agente desnaturante e
posteriormente, o solubilizado foi diluido 100 v&Zentamente em tampao de renaturagéo,
com o objetivo de diminuir a quantidade de uréa&dM até zero) e recuperar a conformacéo
estrutural da proteina. Esta solucdo foi adsonadaoluna de afinidade a metal para
eliminacdo das proteinas contaminantes. Na elwg8qroteinas recombinantes e na dialise
foram utilizados os mesmos procedimentos desqaos as proteinas soluveis.

A figura 9 mostra o resultado da purificacdo dastgdnas recombinantes apés a
dialise. E possivel verificar que a maioria dasgiras contaminantes foi eliminada com o
processo de purificacdo e todas as proteinas recantbs sdo bandas majoritarias.

O ponto isoelétrico e a massa molecular de cadeipeoforam calculados a partir da
composicdo de aminodcidos, utilizando a ferrameuass-prot disponivel em servidor
publico (http://expasy.ch/). A massa molecular,lpogfracdo utilizada na purificacdo e a
estimativa do rendimento da purificacdo para cadgefna recombinante estdo descritos no

guadro 3.



Quadro 3 - Dados da purificagdo das proteinas reic@mtes

Nomenclatura | Massa Molecular da Fracéo )
Nomenclatura do Rendimento
da proteina proteina pl b utilizada na

Genomd (mg/L)

recombinante recombinante (kDa) purificagdo
LIC10009 Lp25 26,59 6,12 Solavel 29
LIC10301 Lpll 12,97 6,3( Insolavel 18
LIC10507 Lp21 22,66 5,53 Solavel 17
LIC10704 Lp22 23,54 5,41 Soluavel 55
LIC11030 Lp35 36,82 6,17 Insolavel 7,5
LIC11087 Lp30 31,83 5,6% Insolavel 10
LIC11947 LcpA 20,77 6,60 Insolavel 15
LIC10465 LigAC 63,42 7,82 Insollvel 28
LIC10464 LigBN 64,24 571 Insollvel 10
LIC10464 LigBC 55,61 9,30 Insolivel 10
LIC11352 LipL32 30,74 5,89 Soluvel 32

Figura 9 - Andlise da purificacdo das protein@@meinantes. Gel SDS-PAGE (15%) corado com Coomassi

Brilliant Blue
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Fonte: Gotti (2015)

56

Legenda: M — Padrdo de peso molecular (pageRuléfiqrado; Proteinas: 1- Lp25; 2- Lpl1; 3-Lp21;pRE;
5-Lp35; 6-Lsa30; 7- LipL32; 8- LcpA; 9-LigAC; 10-4BN; 11-LigBC e 12-LipL32.
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4.2 SELECAO DE AMOSTRAS DE SOROS DE ANIMAIS REAGENTES EAO
REAGENTES PARA LEPTOSPIROSE ATRAVES DA SOROAGLUTIRAO
MICROSCOPICA (SAM)

A selecdo das amostras de soros de animais ngentea (negativos) e reagentes
(positivos) foi realizada através do teste de gub@macdo microscopica (SAM) como
método diagndstico padréo ouro. Para tanto, csltdea24 variantes sorologicas foram usadas

como antigenos, como mostra o quadro 4.

Quadro 4 - Colecado de antigenos de leptospirasfdegncia utilizadas na SAM

Sorogrupo Sorovar Estirpe Instituicdo de origem*
Australis Australis Balico 1
Australis Bratislava Jez Bratislava 2
Autumnalis Autumnalis Akiyami A 1
Autumnalis Butembo Butembo 1
Ballum Castellonis Castellon 3 1
Bataviae Bataviae Swart 1
Canicola Canicola Hond Utrecht IV 1
Celledoni Whitcombi Whitcombi 1
Cynopteri Cynopteri 3522 C 1
Grippotyphosa Grippotyphosa Moskva V 1
Hebdomadis Hebdomadis Hebdomadis 1
Icterohaemorrhagiae Copenhageni M 20
Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae RGA 1
Javanica Javanica Veldrat Batavia 46 1
Panama Panama Cz 214K 1
Pomona Pomona Pomona 1
Pyrogenes Pyrogenes Salinem 1
Serjoe Hardjo Hardjoprajitno 2
Serjoe Wolffi 3705 2
Serjoe Hardjo Hardjobovis 2
Shermani Shermani 1342 K 1
Tarassovi Tarassovi Perepelitsin 1
Seramanga Patoc Patoc 1 1
Djasiman Sentot Sentot 1

Legenda: Notas: * 1 CDC — EUA / Prof. Dr. Paulo Hidéasuda

2 BgVV — Berlim — Alentza (Arno — Schonberg).
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Os soros dos animais foram titulados em uma séridiluicdes geométricas de razao
dois, sendo a dilui¢cao inicial 1/50. O titulo fansiderado a maior diluigdo que apresentou
50% de leptospiras aglutinadas (FAINE et al.,, 1999)placa foi levemente agitada e
incubada a 28 °C por 1 hora e em seguida foi i@@diza leitura em microscopio de campo
escuro (Carl Zeiss7).

Para esta primeira fase do estudo, 200 amostragrde de animais da espécie bovina
(100 reagentes e 100 ndo-reagentes no SAM) foréeniaeadas utilizando dois critérios; o
titulo 1/800 para as soros reagentes e o animalen&ido vacinado. Nos anexos A e B, estao
apresentadas as amostras reagentes selecionadas somvares mais comuns identificados.

O primeiro critério foi utilizado porque as amastrde soros provenientes do
Laboratério de Zoonose Bacteriana da Faculdade ddidiha Veterinaria da USP séo
amostras unicas (ndo pareadas). Para a confirndacdiagnostico da leptospirose utilizando
0o SAM recomenda-se comparar duas amostras dea@raneira coletada na fase aguda da
doenca e a segunda, duas ou trés semanas aposctsttece porque, geralmente, o0s
anticorpos comecam a surgir na primeira semanacdagd e alcangam niveis maximos em
torno da terceira e quarta semanas. O aumentduto de anticorpos de quatro ou mais
vezes da primeira para segunda amostra confirmagoa@stico da infeccdo aguda. Se houver
um resultado ndo reagente na primeira amostra eesuftado reagente com titulo maior ou
igual a 200 na segunda amostra, tem-se 0 que fe@®EOMO soroconversao, o que também
confirma o caso.

A leptospirose humana € uma doenca de notificagétpulsoria no Brasil, por esta
razdo, a coleta de amostras de soro pareadas ses dguda e convalescente de casos
suspeitos €, normalmente, realizada na rotina.etamito, este procedimento nem sempre é
seguido para os animais domeésticos, como bovindsps, caprinos, ovinos, equinos e 0s
caninos. Para contornar esta dificuldade, o titglal ou maior que 800 foi adotado na
selecdo das amostras de soros reagentes parateste. &ste titulo minimo também é usado
quando se conta apenas com uma amostra sangumeaste de microaglutinagdo reagente,

para a confirmacao do caso suspeito em humanos.
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4.3 AVALIACAO DA UTILIZACAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES
PURIFICADAS NA DETECCAO DE ANTICORPOS ESPECIFICOS ME
AMOSTRAS DE SOROS POR/ESTERN-BLOTTING

A avaliagdo da utilizagdo das proteinas recombasapurificadas na deteccdo de
anticorpos especificos epool de amostras de soros de animais reagentes e agentes
para a leptospirose foi realizada pestern-blotting Para tanto as proteinas recombinantes
foram submetidas a eletroforese SDS-PAGE 12% esfodadas para membranas de
nitrocelulose em sistema umido. ApoOs a transfeeér@$ membranas foram coradas com
Ponceau S e digitalizadas para monitorizacdo defgeéncia. A reacdo com @®ols de
soros foi realizada com uma diluicdo de 1/100 pumahora, seguido de incubacdo com o
segundo anticorpo (IgG anti-bovino - KPL) conjugadon peroxidase (diluicdo 1/5.000), por
uma hora. A deteccao foi realizada através dezatifio de “kit” ECL (GE Healthcare). As
membranas foram expostas a filmes (Hyperfilm ECi)tpmpos curtos e o filme revelado.

A figura 10 (A e B) mostra que somente a proteii.32 apresentou reatividade
com pool dos soros positivos para a leptospirose (poco® AB). Estepool de soros nao
reconheceu as bandas correspondentes as outrasmasatecombinantes (Pocos 1 a 6; poco 8
— figura 10 A e pocos de 1 a 3- figura 10 B). Aléisso, 0s soros negativos ndo apresentaram
reatividade com nenhuma proteina recombinante (&igll). Estes resultados demonstram a
especificidade do reconhecimento da proteina rec@nte LipL32 pelos soros dos animais

positivos.
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Figura 10 - Western blottinglas proteinas recombinantes purificadas, utilizgpatd de soros reagentes para
leptospirose

Fonte: Gotti (2015)
Legenda: No lado esquerdo das figutag B estdo as membranas de nitrocelulose coradas cane&a No

lado direito estdo os filmes (deteccao por ECL)- Madréo de peso molecular (PageRuler) pré-corado;
Proteinas: Em A: 1- Lp25; 2- Lp11; 3-Lp21; 4-LpA&2} p35; 6-Lp30; 7- LipL32; 8- LcpA. Em B: 1-

LigAC; 2-LigBN; 3-LigBC e 4-LipL32 Soro testepool de soros bovinos reagentes.
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Figura 11 -Western blottingdas proteinas recombinantes purificadas, utilizamolad de soros ndo reagentes
para leptospirose
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Fonte: Gotti (2015)
Legenda: No lado esquerdo das figukag B estdo as membranas de nitrocelulose coradas cone&a No

lado direito estao os filmes (deteccao por ECL)- Madrédo de peso molecular (PageRuler) pré-corado;
Proteinas: Em A: 1- Lp25; 2- Lp11; 3-Lp21; 4-LpA&2} p35; 6-Lp30; 7- LipL32; 8- LcpA. Em B: 1-
LigAC; 2-LigBN; 3-LigBC e 4-LipL32 Soro testepool de soros bovinos nédo reagentes.

Posteriormente, foi avaliada a reatividade da pmat&ipL32 com soros de amostras
individuais, utilizando o mesmo protocolo descriamteriormente. Na figura 12, sé&o
mostrados alguns exemplos representativos dostadesl obtidos com os soros com
diferentes titulos no SAM. E possivel, observar gueatividade com a LipL32 n&o depende
do titulo da SAM. Além disso, 0s soros negativos a@resentaram reatividade com proteina

LipL32 (Figura 13).
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Figura 12 -Western blottingda proteina recombinante LipL32 purificada, utifida amostras de soros
individuais reagentes para leptospirose
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Fonte: Gotti (2015)

Legenda: Membrana de nitrocelulose corada com Ronde Filmes (deteccao por ECL). M — Padréo de peso
molecular (PageRuler) pré-corado; Proteina LipLB2a 8: Soros reagentes para leptospirose de
amostras individuais com diferentes titulos no SAM.

=

Figura 13 -Western blottingda proteina recombinante LipL32 purificada, utifida amostras de soros
individuais ndo reagentes para leptospirose
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Fonte: Gotti (2015)
Legenda: Membrana de nitrocelulose corada com Ronde Filmes (deteccao por ECL). M — Padréo de peso
molecular (PageRuler) pré-corado; Proteina LipLBZ 8: Soros ndo reagentes para leptospirose de

amostras individuais com diferentes titulos no SAM.
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4.4 CONFIRMACAO DOS RESULTADOS OBTIDOS NOWESTERN BLOTTING
ATRAVES DO ELISA

As analises realizadas pW@festern blottingoram confirmadas por ELISA, utilizando
sSoros nao reagentes e reagentes de amostras uadéviara tanto, 5 pg/mL de cada proteina
recombinante purificada em tampédo 0,1 M carbonataonato pH 9,6 foram adsorvidos
em placas de 96 pocos. Os sitios inespecificognfimaqueados com 10% leite desnatado
liofiizado em PBS com 0,05% Tween-20, por 1 hama37 °C. Posteriormente, foram
realizadas diluicbes seriadas dos soros dos anematampéao de diluicdo (1% leite desnatado
liofiizado em PBS com 0,01% Tween-20). A placa ifecubada, por 1 hora, a 3.
Posteriormente, os pocos foram lavados trés vez@sRBS-T e a reacdo com o segundo
anticorpo anti-bovino (KPL) conjugado com peroxeladiluido 1:5000 em tampé&o de
diluicao, foi realizada, por 1 hora, a 37 °C, sdguie lavagens como descrito anteriormente.
O reconhecimento foi realizado através de reacém o substrato orto-fenilenodiamina
(OPD), em tampéo citrato-fosfato na presenca dmdrde HO,, por 10 minutos. A reacao
foi interrompida pela adicdo de 2N deSd,. A intensidade da reacéo foi determinada pela
leitura da DO em 492 nm.

As figuras 14 e 15 mostram que as curvas de tdolate 1gG total dos soros dos
animais negativos sdo préximas a zero. Também, s&8iy@ observar a ocorréncia de
reconhecimento inespecifico destes soros com akgpnodeinas recombinantes nas diluicbes
iniciais, provavelmente devido a presenca de pragebacterianas contaminantes decorrentes
do processo de purificacdo, pois ndo foi realizadadsorcdo dos soros com lisados
bacterianos. O gréafico da proteina LipL32 (Figutdse 13) apresenta as curvas de titulagdo
dos soros positivos com altos titulos de anticarpsscurvas de titulagdo dos soros negativos
para esta proteina sdo proximas a zero, confirmasdeesultados obtidos pelWestern

blotting (figura 8) e a especificidade da reacéao.
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Figura 14 - Curvas de titulacé@o de 1gG total aigigor ELISA utilizando soros reagentes (+) e e@gentes
(-) de amostras individuais
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65

Figura 15 - Curvas de titulagé@o de IgG total aitigor ELISA utilizando soros reagentes (+) e e@mentes
(-) de amostras individuais

2,0 2,0
15 1,5
£ ——5 E s
oro - —4—Soro -
21,0 10
= == Soro - = —i—Soro -
o —i#—Soro + Q == S0ro +
0.5 05 i :
—r—Soro + == S0ro +
0,0 = : T T . T 0,0 T |
20 40 80 160 320 640 1280 2560 20 40 80 160 320 640 1280 2560
Inverso da diluicdo dos soros dos animais Inverso da diluicio dos soros dos animais
2,0 2,0
1,5 1,5
£ £
—+—5oro - —+—S5oro -
210 @ 10
8 —&—Soro - 8 —i—5Soro -
05 45070 + 05 —a— 5010 +
T T iy —=Soro + i - e SOTO +
e -
0,0 T - " i 0,0 Sl it
20 40 80 160 320 640 1280 2560 20 40 80 160 320 640 1280 2560
Inverso da diluigdo dos soros dos animais Inverso da diluigdo dos soros dos animais
20 2,0
15 475
: :
——S0r0 - —4—Soro -
g 10 910
a —8—Soro - g == S0ro -
a = Soro + #—Soro +
Q5+ 05
———Soro + —=—Soro +
00 —— T 0,0 i
20 40 80 160 320 640 1280 2560 20 40 80 160 320 640 1280 2560
Inverso da diluicSo dos soros dos animais Inverso da diluicdo dos soros dos animais

Fonte: Gotti (2015)

Posteriormente, para a determinacdo de anticorglk du IgG, os soros foram
diluidos 1:50 em tampéo 1% leite desnatado liafilz em PBS com 0,01% Tween-20 e a
reacdo com 0 segundo anticorpos conjugado com ipese foi realizada na diluicao de
1:5000 em placas adsorvidas com a proteina LipL8&0s os soros (dez amostras positivas e
dez amostras negativas) foram analisados em #ipic Na figura 16, € possivel verificar
uma maior reatividade para anticorpos IgG do givedgn amostras reagentes. Por esta razao,
o anticorpo secundario IgG foi utilizado no desdwvimeento do teste imunocromatografico.
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Figura 16 - ELISA utilizando soros reagentes e regagentes de amostras individuais. Os graficosnfora
construidos a partir da média das absorbanciasipksatas com os respectivos desvios-padrdo
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Fonte: Gotti (2015)

Em conjunto, os resultados obtidos pdestern blottinge ELISA indicam que a
LipL32 é a proteina mais adequada para desenvahnao teste rapido baseado em ensaio

imunocromatografico do tipdipstick como método diagnostico da leptospirose animal.

4.5 PRODUCAO DE SORO POLICLONAL CONTRA LipL32

Para a producdo do soro hiperimune contra a peotedoombinante LipL32, um
coelho foi imunizado com a proteina recombinant#fipada, com dois reforcos em intervalo
de 15 dias. O animal foi sangrado apos a ultimanipagdo. O soro obtido foi purificado por
precipitacdo com acido caprilico. A titulacdo doosobtido foi feita por ELISA, como mostra
a figura 17. E possivel observar que a curva déagdio de IgG total do soro negativo é
proxima a zero. As curvas de titulagdo dos sordisLgi 32 antes e depois da purificacdo
apresentaram altos titulos de anticorpos, demamkirgue o uso do acido caprilico néo

alterou o perfil no ELISA.
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Figura 17 - Curvas de titulacdo de IgG total olstigar ELISA utilizando soro de coelhos pré-imunges e
depois da precipitagdo com acido caprilico
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Fonte: Gotti (2015)

4.6 PRODUCAO DO SORO DE COELHO ANTI-IgG BOVINO

Para a obtencdo do soro anti IgG Bovino, um codihioimunizado com a
imunoglobulina IgG comercial, o soro de coelho a@iftioi purificado em coluna de afinidade
HiTrap Protein G HP(GE Healthcare). Para verificar o grau de purezs ahticorpos, foi
realizado um gel SDS-PAGE 12% corado cGmmassie Bluegomo mostra a figura 18. E
possivel observar a presenca das duas bandaspoowestes a cadeia leve e pesada das
imunoglobulinas e a auséncia de proteinas contat@sado soro, demonstrando que a
purificacdo foi eficienteA titulacdo do soro foi feita por ELISA, como mash figura 19. A
curva de titulacdo de do soro pré-imune, utilizadmo controle negativo, € proxima a zero.
Enquanto, a curva de titulagdo do soro purificgoi@senta alto titulo de anticorpos anti-IgG

bovino.
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Figura 18 - Andlise da purificagdo do anticorpoi-&gE bovino feito em coelho. Gel SDS-PAGE (12%)
corado conCoomassie BrillianBlue
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Fonte: Gotti (2015)
Legenda: M — Padré@o de peso molecular (Low MolediMaight) pré-corado; 1 e 2: anti IgG bovino pradoz
em coelho.

Figura 19 - Curvas de titulagao de anti IgG bowdbtidas por ELISA utilizando soro de coelho préxma e
depois da purificacdo em coluna de afinidade HiRegiein G
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4.7 DESENVOLVIMENTO E PADRONIZACAO DOS COMPONENTES PARAA
CONFECAO DO TESTE IMUNOCROMATOGRAFICO (TIC)

4.7.1 Tratamento dos papéis do teste imunocromatografice outros parametros do
teste

De forma a estabelecer qual a melhor condicdo paalizacdo do teste
imunocromatografico, alguns parametros foram aaddis como descrito em materiais e
meétodos. Toda a validacdo destes parametros fendelvida utilizando-se o modelo tipo |
com soro de coelho hiperimune, por ser este o pestonizado.

No papelSample padforam avaliados dois tampdes diferentes, um Tanpzb
(20mM de Borato de soédio, 0,1% de Triton X-100%0,de azida de sédio pH8,5 contendo
1% de BSA) e outro Tampguwad com Tween (20mM Borato de sodio; 0,05% de azida de
soédio e 3% Tween 20). O tampado que apresentou medsposta foi 0 que continha 3%
Tween 20. A amostra correu mais uniformemente fir@ale nitrocelulose e com velocidade
maior, sendo este tampao contendo 3% Tween 20 olh&kr para continuagcdo do
desenvolvimento do teste imunocromatografico.

Para a porcadconjugate padfi{pra de vidro), a condicdo que propiciou a secagem
mais adequada foi em dessecador de vacuo, a teomaesanbiente com umidade relativa
entre20-22e overnight

Diferentes tamanhos da membrana de nitroceluldogecellulose HiFlow Plusdos
tamanhos foram testadas. O tamanho que mostrowomaiisorcdo, mais homogénea e por
um tempo mais prolongado, foi Iditrocellulose HiFlow Plus 240N&o foi observada
diferenca significativa quando a ativacdo da mendrde nitrocelulose foi realizada com
solugéo de Tris HCL 0,1M com glicerol a 0,4% pH, 7&wvagem com N&PO, 10 mM pH
7.5 e posterior bloqueio com solucdo Tris HCL 0,pM 7,6 com 2% BSA. Com isso,
definiu-se néo realizar a ativacédo e bloqueio dabmana de nitrocelulose.

Para a eliminacdo de sais que pudessem interferprocedimento, foi realizada a
dialise da solugéo contendo o anticorpo anti Ig8lemutilizado na linha teste, com posterior
analise no modelo tipo I, utilizando 10 mM tampaxsfato e diferentes concentracdes de
sacarose. As concentracOes de sacarose testaddeménstraram diferencas significativas,

sendo a escolhida aquela com 5 %. A membrana deceiilose ndo foi ativada e nem
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bloqueada. Foram empregados os parametros usualmiizados no modelo tipo I, com
posterior secagem no dessecador a vacuo em teompeaahbiente. E, o teste foi realizado
com soro de coelho reagente e n&o reagente paptoapirose. E possivel observar na figura
20 que o teste funcionou, pois a banda avermelim€easa foi detectada na linha controle,
tanto com a amostra de soro reagente quanto aeagente e na linha teste somente com o
soro positivo. Estes resultados demonstraram ggiélidse com tampao fosfato, juntamente
com 5% sacarose, melhoraram o sinal do teste, quasrdparado a linha teste ndo dialisada

e nao acrescida de sacarose.

Figura 20 - Teste imunocromatografico tipo | comoduiperimune de coelho com anticorpo dialisadtintea
teste e 5% sacarose

Fonte: Gotti (2015)

Legenda: Conjugado: ouro coloidal com a proteigambinante LipL32; anticorpo anti-lgG rabbit 2 mgma
linha teste; 2 mg/ml de anticorpo anti-LipL32 nzhk controle. Apdés montagem, as fitas foram imersas
por 20 min em 30Qu da amostra de soro hiperimune de coelho diluid®.1Fitas: 1le 2) soros de
coelho reagentes para leptospirose anti-Hardjobo&ts dialisados e sem sacarose; 3 e 4) soros de
coelho reagentes para leptospirose anti-Hardjoltbalsados e com 5 % sacarose.

A diluicdo do soro que melhor reagiu foi 1:10.ampéo de amostra que teve melhor
resultado foi o PBS e o tampéao 1- Tris-HCL 50 mM7pH NaCL 150 mM, Triton X-100,
BSA 1%, EDTA 1 mM.
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4.7.2 Teste imunocromatografico modelo tipo |

Para o desenvolvimento deste ensaio, 0 modelo mfeggaoacao do tipo | foi testado.
Neste caso, a conjugacdo do ouro coloidal foi zadd com o antigeno (proteina
recombinante LipL32). Na conjugacédo, a quantidas@rdteina recombinante utilizada foi a
suficiente para estabilizar o ouro, ou seja, a eomacdo na qual a solucdo ndo sofreu
alteracéo de cor, como observado na figura 21.rQ foil estabilizado cor3,2 ug de antigeno
para cada 10QL da solucdo, ou seja, 3018y mL de ouro. As concentracdes do antigeno
menores que 3,2g ndo foram capazes de estabilizar a solu¢do. @netdo antigeno conjugado

ao ouro utilizado inicialmente foi de 20.

Figura 21 - Concentracéo de proteina recombinagttessaria para estabilizar o ouro coloidal

Fonte:
Gotti (2015)

Legenda: 10QL de ouro coloidal 0,01% foi acrescido de ll0de diferentes concentracdes de LipL323,2
ug; 2) 1,6 ug; 3) 0,8 ug; 4) 0,4ug; 5) 0,2 ug. Apds 10 minutos as solucdes foram acresciddd de de
NaCl 10% e a leitura dos resultados realizada hiserte.

A conjugacdo foi estabilizada com 1% BSA e a saufdi centrifugada e o
sobrenadante descartado. O sedimento foi ressudpeach 2% BSA e centrifugado. Este
sedimento foi ressuspendido em tampédo de armazetamenantido a 4° C até 0 momento

do uso, conforme figura 22.
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Figura 22 - Conjugacao do ouro coloidal 20 nm empi@o citrato com a proteina recombinante LipL32

Fonte: Gotti (2015)

Posteriormente, a solu¢do da proteina recombiramjegada ao ouro foi aplicada na
fibra de vidro ¢onjugate pajl e esta foi mantida em dessecador a vacuo a tamper
ambienteovernightpara secagem. Foi realizado o bloqueio na pdégaople padytilizando
o tampagadtween e a secagem foi realizada em dessecadaua a&emperatura ambiente
overnight No papel deNitrocellulose HiFlow Plusfoi aplicada a solugdo contendo o
anticorpo anti-IgG Bovino (KPL), anticorpo anti-lg@&amster (Sigma) ou anticorpo anti-IgG
Coelho (Sigma) na linha teste, de acordo com acespéimal que foi testada, ao lado do
controle interno, o anticorpo anti-LipL32 (figur8)2Em seguida, as membranas foram secas
em dessecador a vacuo a temperatura amhbietmighte os papéis foram sobrepostos em
uma base plastica e fixados com auxilio de fitas@depara a montagem do teste como

apresentado na figura 24.



73

Figura 23 - Teste imunocromatografico modelo tipo |
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Fonte: Gotti (2015)

Figura 24 - Fitas ddipstickmontadas apds tratamento dos papéis

Fonte: Gotti (2015)

Para a realizacéo do teste, a porcao fisshdle pad}da fita foi colocada em contato
com 300 ul de soro diluido 1:10 em PBS e com o tedgincubacdo de 20 minutos. Duas
amostras de soro bovino foram utilizadas, uma SAlgitya e outra SAM negativa. Neste
primeiro ensaio, a proteina LipL32 conjugada acopur anticorpo anti-LipL32 feito em
coelho aplicado na linha controle e o anticorpa-lg@ Bovino (2mg/ml) na linha teste
Conforme apresentado na figura 25, é possivel vlisgue o teste funcionou, pois a banda
avermelhada foi observada na linha controle, taotm a amostra de soro negativo quanto
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positivo. Entretanto, na linha teste ndo ocorreaigcde, demonstrando que esta configuracao
nao foi capaz de detectar os anticorpos anti-LippB&sentes no soro positivo, resultado

previamente comprovado por ELISAMestern blotting.

Figura 25 - Montagem das fitas do teste imunocrogratico com soro Bovino
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Fonte: Gotti (2015)
Legenda: anticorpo anti-lgG Bovino (0,5 mg/ml) imehh teste; 2 mg de anticorpo anti-LipL32 na liclatrole
(C). Ap6s montagem, as fitas foram imersas por BDem 300ul da amostra de soro bovino em uma

diluicdo 1:10.

Para aumentar a concentragcao de IgG totais deoohtde soros bovinos, foi realizada
a precipitacdo dos mesmos com acido caprilico.€98ltados obtidos deste procedimento
com o aumento da concentragdo em 10X foram s&tigfaf como mostram as figuras 26 e

27 nos testes d&/estern blotting &LISA.

Figura 26 - Montagem das fitas do teste imunocrografico com soro bovino

kDa

Fonte: Gotti (2015)
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Legenda: Membrana de nitrocelulose corada com Ron@&Filmes (deteccdo por ECL). M — Padrdo de peso
molecular (PageRuler) pré-corado; Proteina Lipl132.2: Pool de Soros reagentes e ndo reagentes para
leptospirose, precipitados e purificados com acagjarilico.

Figura 27 - Curvas de titulacdo de IgG e IgM tatlatidas por ELISA utilizando soros nao reagentpslé
amostras individuais de bovinos
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Fonte: Gotti (2015)

Posteriormente, o0 mesmo teste imunocromatogréafiescrdo anteriormente foi
testado com os soros bovinos concentrados. O adsutibtido foi 0 mesmo, como mostra a
figura 28.

Diferentes marcas e tipos de anticorpos e em digsersncentracdes foram analisados
com objetivo de se obter sinal na linha teste nanmaeconfiguracdo. Foram testados o anti-
IgG Bovino (SIGMA e KPL) nas concentracfes: 0,5mg/tmg/ml, 2mg/ml e 3mg/ml.
Nenhum destes testes melhorou a reacao na lirtiea tes
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Figura 28 - Montagem das fitas do teste imunocrografico com soro bovino purificados

i

Fonte: Gotti (2015)

Legenda: anticorpo anti-lgG Bovino (0,5 mg/ml) imehh teste; 2 mg de anticorpo anti-LipL32 na liclatrole
(C). ApGs montagem, as fitas foram imersas por B0em 300ul da amostra de soro bovino. 1) soro
bovino positivo purificado; 2) soro bovino positindo purificado; 3) soro bovino negativo purificado

4) soro bovino negativo ndo purificado; 5) sorcalfdtovino purificado; 6) soro fetal bovino ndo
purificado.

Um segundo ensaio foi realizado com soro de hanrdectado conl. interrogans
sorovar Copenhageni estirpe L1-130, utilizando etgdna LipL32 conjugada ao ouro, 0
anticorpo anti-LipL32 feito em coelho, na linha trole e o anticorpo monoclonal anti-lgG

Hamster 2mg/ml (Sigma) na linha teste. Este ersaiesentou os mesmo resultados obtidos
com os soros bovinos anteriormente, como mostuadigo.
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Figura 29 - Teste imunocromatografico com soro dmster

Fonte: Gotti (2015)

Legenda: anticorpo monoclonal anti-lgG de Hamsfém2g/ml na linha teste; 2 mg de anticorpo antitBip na
linha controle. Apds montagem, as fitas foram imerpor 20 min em 30Ql da amostra de soro
hamster imunizado com as seguintes preparacdggaicths: 1) LipL32; 3) PBS; 4) LipL32; 5) Vacina
comercial antileptospirose; 6) L1-130 Bacterindleptospirose e 7) Lp35. A fita 2 foi incubada com
soro de hamster pré-imune.

Um terceiro ensaio, no mesmo modelo do tipo |,réalizado com soro de coelho,
utilizado proteina recombinante LipL32 conjugadaoam, o anticorpo anti-LipL32 feito em
coelho na linha controle e o anticorpo anti-IgG l6o€ mg/ml (Sigma), usado na linha teste.
Como amostra positiva foi utilizado soro hiperimuthe coelho e soro pré-imune como
amostra negativa. Conforme apresentado na figuraé3possivel observar que o teste
funcionou, pois a banda avermelhada foi detectadanha controle, tanto com a amostra de
sSoro negativa quanto positiva e na linha teste apmsoro positivo. Estes resultados

demonstraram que esta configuracéo foi capaz eetdes anticorpos anti-LipL32 presentes
no soro hiperimune de coelho.



78

Figura 30 - Teste imunocromatografico com soroaho

Fonte: Gotti (2015)

Legenda: anticorpo monoclonal anti-lgG de coelhmdml na linha teste; 2 mg de anticorpo anti-LipLt&®
linha controle. Apés montagem, as fitas foram imengor 20 min em 300l da amostra de soro. 1)
soro hiperimune de coelho; 2) soro coelho pré-imune

Para a determinacéo do limite de deteccéo do itest@cromatografico no modelo |,
foram testadas varias diluicdes (1/10 até 1/25.68@8)soros hiperimunes contra a LipL32 e
soro pré-imune de coelho como controle negativdfighsas 31, 32 e 33 mostram que o sinal
foi visualizado até a ultima diluicdo, porém en&e diluicbes 1/400 e 1/800 a banda

avermelhada foi mais evidente.

Figura 31 - Teste imunocromatografico com soroaho

Fonte: Gotti (2015)

Legenda: anticorpo anti-lgG de coelho 2 mg/ml nhaditeste; 2 mg de anticorpo anti-LipL32 na linbatmle.
Ap6s montagem, as fitas foram imersas por 20 mgeta 300ul da amostra de soro hiperimune de
coelho com diferentes diluicdes. A) soro hiperimdeecoelho nas diluicdes 1)1/10; 2) 1/20; 3) 1/30;
4)1/50; B) soro pré-imune de coelho nas diluigdds$lD; 2) 1/20; 3) 1/30; 4)1/50.
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Figura 32 - Limiar de detecgéo do teste imunocrogy@fico com soro de coelho positivo

E o Bl oS L e -

Fonte: Gotti (2015)

Legenda: anticorpo anti-lgG de coelho 2 mg/ml nhaditeste; 2 mg de anticorpo anti-LipL32 na linbatmle.
ApOs montagem, as fitas foram imersas por 20 mmetm 300ul da amostra de soro de coelho
hiperimune em diferentes dilui¢des.

Figura 33 - Limiar de deteccéo do teste imunocrogr@fico com soro de coelho negativo

Fonte: Gotti (2015)

Legenda: anticorpo anti-lgG de coelho 2 mg/ml nhaditeste; 2 mg de anticorpo anti-LipL32 na linbatmle.
Ap6s montagem, as fitas foram imersas por 20 mineta 300ul da amostra de soro pré-imune de
coelho em diferentes diluicdes.

O teste imunocromatografico do modelo tipo | fagtéelo com outros quatro soros
hiperimunes de coelho, gentilmente cedidos pelo 8itvio Arruda Vasconcelos do
Laboratério de Zoonoses Bacterianas da Faculdadewinaria e Zootecnia da USP, como

mostra a figura 34 possivel observar que o teste funcionou parastogosoros testados,
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pois a banda avermelhada foi observada na linhaatere na linha teste. Estes resultados
demonstraram que esta configuragéo foi capaz eetdes anticorpos anti-LipL32 presentes
nos soros hiperimunes de coelhos. Estes soros fan@ahizidos utilizando-se o lisado total de
leptospiras de diferentes sorovares. Estes ressltasho muito importantes porque
comprovam a eficiéncia da utilizacdo da proteinzL82, como antigeno conservado e mais
abundante nas diferentes espécies de leptospinassaA de o teste apresentar baixa

sensibilidade, pois s detectou reatividade nalieste com os soros hiperimunes.

Figura 34 - Teste imunocromatografico com soroasho
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Fonte: Gotti (2015)

Legenda: anticorpo anti-lgG de coelho 2 mg/ml nhaditeste; 2 mg de anticorpo anti-LipL32 na linbatmle.
ApO6s montagem, as fitas foram imersas por 20 mirB@dul da amostra de soro de coelho. 1) soro de
coelho hiperimune anti-L1-130; 2) soro de coelhpelimune anti-Hardjobovis; 3) soro de coelho
hiperimune anti-LPF; 4) soro de coelho hiperimung-&rippothiphosa.

A proxima etapa foi avaliar o teste imunocromadfigo do modelo tipo | com soros
de outras espécies animais (cdes e equinos). Osasesritérios estabelecidos para os
bovinos foram utilizados, primeiramente realizouassoroaglutinacdo microscopica (SAM)
para selecdes de animais reagentes e ndo reagemtesnostrado no quadro 5. Com excecéo
da utilizacdo de soros com titulos menores que r@OGAM devido a disponibilidade de

amostras.
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Quadro 5 - Amostras de soros de cdes e equinosniesgpara leptospirose selecionadas

Identificacdo da Titulo do
Amostra de Soro SAM? Sorovar com maior reatividade
Soro de Cée
35 400 Canicula
62 400 Grippothiphosa
63 400 Australis
80 400 Australis
99 200 Castellonis
109 800 Autumnalis
197 800 Autumnalis
Soros de equinos

26 800 Castellonis
27 1600 Grippothiphosa
28 3200 Grippothiphosa
29 1600 Bratislava
30 400 Grippothiphosa
31 1.600 Grippothiphosa
32 1.600 Pyrogenes

Legenda® SAM- teste de Soroaglutinagdo Microscopica.

Posteriormente para se avaliar a reatividade alaipa LipL32 com os soros de cées e
equinos, foi realizaddNestern blotting,como mostra figura 35, nos mesmos padrdes e
condi¢cdes que o0s soros bovinos. Estes ensaiosaraweke satisfatorios, assim como nos
soros bovinos demonstram a especificidade do recimento da proteina recombinante
LipL32 pelos soros dos animais positivos.
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Figura 35 -Western blottingda proteina recombinante LipL32 purificada, utifida amostras de soros
individuais reagentes para leptospirose de cagsiacs
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Fonte: Gotti (2015)

Legenda: Membrana de nitrocelulose corada com Ron@&Filmes (deteccdo por ECL). M — Padrdo de peso
molecular (PageRuler) pré-corado; Proteina LipL138:2) soros de cées reagentes para leptospirose; 3
e 4) soros de equinos reagentes para leptospirose.

As analises realizadas p@festern blottingoram confirmadas por ELISA, utilizando
soros ndo reagentes e reagentes de amostras uadévide cdes e equinos, realizado nas
mesmas condi¢bes que descritas para soros bowsoBguras 36 e 37 mostram que as
curvas de titulacdo de IgG total dos soros dos @isimegativos sdo proximas a zero. O
gréfico da proteina LipL32 (figura 36 e 37) mostrasncurvas de titulacdo dos soros positivos
com altos titulos de anticorpos. As curvas ded@@ib dos soros negativos para esta proteina
sdo proximas a zero, confirmando os resultadosiabipelowWestern blottingfigura 35) e a
especificidade da reagéo.
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Figura 36 - Curvas de titulacdo de IgG total olgtidar ELISA utilizando soros ndo reagentes (-)ageates (+)
de amostras individuais de cées
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Fonte: Gotti (2015)
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Figura 37 - Curvas de titulag&o de IgG total olstigar ELISA utilizando soros ndo reagentes (-Jageates (+)
de amostras individuais de equinos
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Fonte: Gotti (2015)

Depois da confirmacao da reatividade da protednambinante LipL32 com 0s soros
de cées e equinos, o teste imunocromatografico atelo tipo | foi aplicado, nas mesmas
condicOes estabelecidas anteriormente.

Neste ensaio, foi utilizada a proteina LipL32 cgajda ao ouro, 0 anticorpo anti-
LipL32 feito em coelho, na linha controle e o aopo anti-lgG de céo ou cavalo 2 mg/ml
(SIGMA) na linha teste. Nas figuras 38 e 39, sastnados 0os mesmos resultados obtidos
com as amostras de soros bovinos, demonstranda® daste funcionou, mas apresentou

sensibilidade baixa.
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Figura 38 - Teste imunocromatogréafico com sorcate
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Fonte: Gotti (2015)

Legenda: anticorpo anti-IgG de cédo 2 mg/ml na litdste; 2 mg de anticorpo anti-LipL32 na linha colet
Ap6s montagem, as fitas foram imersas por 20 mir3@dul da amostra de soro de cdo. 1 a 4) soro de
céo reagente para leptospirose; 5 a 7: soro de&xficeagente.

Figura 39 - Teste imunocromatografico com soroglen®

Equino

Fonte: Gotti (2015)

Legenda: anticorpo anti-lgG de equino 2 mg/ml nhditeste; 2 mg de anticorpo anti-LipL32 na linbatwmle.
Apés montagem, as fitas foram imersas por 20 m@ata 300ul da amostra de soro equino. 1 a 4)
soro de equino reagente para leptospirose; 5@ @ de equino ndo reagente.
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Para tentar aumentar a sensibilidade do teslieantios anti-IgG bovino feito em
coelho in housena linha teste. Para a eliminacdo de sais que pewhesnterferir no
procedimento, foi realizada a dialise da solucauteswlo o anticorpo anti IgG bovino feito
em coelhdn houseutilizado na linha teste, com posterior analisenualelo tipo I, utilizando
10 mM tampéao Fosfato com 5% sacarose. A membrandrdeelulose néo foi ativada e nem
bloqueada. Foram empregados os parametros usualmiizados no modelo tipo I, com
posterior secagem em dessecador a vacuo tempegraturi@nteovernight E, o teste foi
realizado com soro bovino reagente e ndo reageméegleptospirose. E possivel observar
na figura 40 que o teste funcionou, pois a ban@anahada foi detectada na linha controle,
tanto com a amostra de soro negativa quanto pasitina linha teste somente com 0 soro
positivo. Estes resultados demonstraram que aseéliébm tampéao fosfato e a utilizacdo de

5% sacarose melhoraram a sensibilidade do teste.

Figura 40 - Teste imunocromatografico tipo | camnosbovino tilizando anticorpo dialisado na linha tes
5% sacarose
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Fonte: Gotti (2015)

Legenda: Conjugado: ouro coloidal com a proteicandinante LipL32; anticorpo anti-IgG bovino 2 mgma
linha teste; 2 mg/ml de anticorpo anti-LipL32 nzhk controle. Apdés montagem, as fitas foram imersas
por 20 min em 30QU da amostra de soro bovino diluido 1:10. Amostfia8:e 7 a 13) soros bovinos
reagentes para leptospirose; 3 e 6) soros bougmseagentes para leptospirose.
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Na tentativa de se aumentar o sinal da linha festestado uso da proteina A na linha
teste. Sobre as mesmas condi¢des descritas coticorpn anti-lgG bovino feito em coelho
in house,dialisados com tampéao fosfato e 5% sacarbeeam testados nas concentragoes:
0,5mg/ml; Img/ml, 2mg/ml e 3mg/ml. Nenhum destsgtete melhorou a reacéo na linha teste.
O sinal da linha teste foi muito claro, como mostfggura 41. Demonstrando que o anticorpo
anti-lgG bovino feito em coelhion housefoi mais eficiente do que a proteina A na linhaetes
nesta configuracao de teste.

Figura 41-Teste imunocromatografico tipo | com soro bovinitiasndo proteina A dialisado na linha tes
5% sacarose

Fonte: Gotti (2015)

Legenda: Conjugado: ouro coloidal com a proteicamdinante LipL32; proteina A 2 mg/ml na linha ¢es2
mg/ml de anticorpo anti-LipL32 na linha controlepd montagem, as fitas foram imersas por 20 min
em 300ul da amostra de soro bovino diluido 1:10. Amosta814 nas respectivas concentracdes
0,5mg/ml; Img/ml, 2mg/ml e 3mg/ml soros bovinogyerdes para leptospirose.

4.7.3 Teste imunocromatografico modelo do tipo Il

Este modelo foi avaliado com soros de coelho @nlboMeste ensaio, utilizou-se a

proteina LipL32 conjugada ao ouro; o anticorpo-ailL32 feito em coelho aplicado na
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linha controle e a proteina LipL32 na linha testayra 42). O soro hiperimune de coelho
reagiu, ou seja, apresentou sinal na linha testénpde fraca intensidade e com maior tempo
de reacdo quando comparado ao teste anteriozamilo o soro bovino. A intensidade da
linha teste foi maior do que a da linha controteno mostra a figura 43, sugerindo que para
desenvolvimento deste modelo de teste as concéafrtage cada reagente devem ser
padronizadas.

Figura 42 - Teste imunocromatografico modelo tipo |

TIPOTI AMOSTRA I I I
Al Lipr3y Ant-
LipL32 LipL32

Fonte: Gotti (2015)

Figura 43 - Montagem das fitas do teste imunocrografico modelo tipo I

Fonte: Gotti (2015)

Legenda: Fitas 1 e 2: anticorpo anti-lgG de codhmg/ml na linha teste; 2 mg de anticorpo anti-I3pLna
linha controle. Fita 3: anticorpo anti-lgG bovinm@ml. Apds montagem, as fitas foram imersas por
20 minutos em 300l da amostra de soro de coelho e bovino. Soros: tEssoro hiperimune de coelho;
2) soro de coelho anti-L1-130; 3) soro bovino redg@ara leptospirose.
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4.7.4 Teste imunocromatografico modelo tipo i

Para o desenvolvimento do teste imunocromatografic modelo tipo I, é
necessario: anticorpo anti-lgG bovino ou proteinaohjugada ao ouro; o anticorpo IgG
coelho na linha controle e a proteina recombindé&32 na linha teste (figura 44). A
primeira tentativa de conjugacéao foi realizada ammo coloidal com o anticorpo anti-IgG
bovino (SIGMA), entretanto, o rendimento nao fotigatério provavelmente devido a
contaminantes e conservantes presentes no anticorpercial. Para conseguir aplicar este
modelo de teste, foi necessaria a producédo de dmrooelho anti-lgG bovino em coelho,
conforme descrito no item 4.1 dos resultados. Ap@soducédo e purificacdo deste soro em
coluna de proteina G, foi realizada a conjugacdoodm coloidal 20nm (BBI) com o
anticorpo anti-lgG bovino produzido em coelho paaélo, conforme figura 45, apresentando
uma coloracdo vermelho intensa, sendo um indicalaveficiéncia da conjugacgao.

Foi realizada também, para posterior comparacéonjgacao do ouro coloidal 20 nm (BBI)

e a proteina A, conforme figura 46, na qual a agegdo também se mostrou satisfatéria.

Figura 44 - Teste imunocromatografico modelo tifo |
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Proteina A

Fonte: Gotti (2015)
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Figura 45 - Conjugagdo do ouro coloidal 20 nm empt&o citrato com anticorpo anti-IgG bovino feito em
coelho

Fonte: Gotti (2015)

Figura 46 - Conjugacao do ouro coloidal 20 nm empi@o citrato com proteina A

Fonte: Gotti (2015)

Para o desenvolvimento do teste imunocromatografioo modelo tipo Ill, é
necessario: anticorpo anti-lgG bovino feito em boebu proteina A conjugado ao ouro; o
anticorpo IgG Coelho na linha controle e a prota®e@ombinante LipL32 na linha teste,
conforme esquema mostrado na figura 5 do item hdaeMétodos.

A solucgdo de anticorpo anti IgG bovino feito enelbo ou proteina A conjugada ao
ouro coloidalfoi aplicada na fibra de vidragnjugate pajle mantida a temperatura ambiente
overnight em dessecador a vacymara secagem. Foi realizado o bloqueio na poBgéople
pad, utiizando o tampé&opad tween e a secagem da mesma maneira. No papel de

Nitrocellulose HiFlow Plusfoi aplicada a proteina recombinante LipL32 nadinteste,
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dialisada em tampao fosfato com 5% de sacaroseg gadronizado, ao lado do controle
interno, o anticorpo anti-lgG coelho (SIGMA). Ap6as membranas foram secas a
temperatura ambiente no dessecador a vacemighte os papéis foram sobrepostos.

ApoOs preparo dos papéis, a porcéao fisaingple padia fita foi colocada em contato
com 300 pl de soro diluido 1:10 em PBS e com o teg incubacdo de 20 minutos. O
primeiro experimento realizado foi utilizando oieotpo anti-lgG bovino feito em coelho
conjugado ao ouro coloidal. A amostra utilizadasimio bovino reagente para leptospirose e 0
soro ndo reagente. Conforme apresentado na figoiraé 4ossivel observar que o teste
funcionou, pois a banda avermelhada foi detectadaha controle, tanto com a amostra de
sSoro negativo quanto positivo. Entretanto, na litdste n&o ocorreu reagdo, demonstrando
que esta configuracdo nao foi capaz de detectantisorpos anti-LipL32 presentes no soro
reagente para leptospirose em amostras bovinasrebies concentracbes (1mg/ml até
5mg/ml) de proteina recombinante (LipL32) foraml@gas na linha teste, porém nenhuma
destas concentracdes alteraram o resultado fisésEesultados mostraram que o modelo
tipo Ill, utilizando o conjugado anti-IgG bovino amro coloidal ndo é adequado para o

desenvolvimento do teste imunocromatégrafico naslicbes analisadas.

Figura 47 - Teste imunocromatografico tipo Il izindo ouro coloidal 20nm conjugado a anticorpd- ly®
bovino feito em coelho, em soro bovino

Fonte: Gotti (2015)

Legenda: conjugado: anticorpo anti —IgG bovinoofeitn coelho com ouro coloidal; LipL32 (0,5mg/ml)lima
teste; 2 mg/ml de anticorpo anti-lgG coelho nadirdontrole (C). Ap6s montagem, as fitas foram
imersas por 20 min em 300l da amostra de soro diluido 1:10. 1) soro bovieagente para
leptospirose; 2) soro bovino ndo reagente parasppbse.
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Um segundo experimento nas mesmas condi¢coestdssamnteriormente foi realizado,
utilizando o conjugado ouro coloidal com a protedn&oram utilizadas amostras de soros de
coelhos, bovinos, equinos e cdes de animais n@entss e reagentes para leptospirose. A
figura 48 mostra os animais n&o reagentes de csjpiécie. E possivel notar que o teste

funcionou, pois a banda avermelhada foi detectaddinha controle, e a linha teste n&o

acendeu.

Figura 48 - Teste imunocromatografico tipo Il iméindo ouro coloidal 20nm conjugado a proteina Aaemosra
s de animais ndo reagentes

Fonte: Gotti (2015)

Legenda: conjugado: proteina A com ouro coloidgl.B2 (0,5mg/ml) dialisada e acrescida de 5% sasarma
linha teste; 2 mg/ml de anticorpo anti-lgG coellaodlinha controle (C). Apdés montagem, as fitas foram
imersas por 20 min em 3Q0 da amostra de soro diluido 1:10. 1) PBS; 2) dmwino ndo reagente
para leptospirose; 3) soro de cdo ndo reagentelg@i@spirose; 4) soro de coelho ndo reagente para
leptospirose; 5) soro de equino néo reagente pptadpirose.

Nas amostras utilizando soros reagentes de bquinpsssivel observar na figura 49

que o teste funcionou, a linha teste reagiu masafnente do que a linha controle, validando

o teste e 0 uso deste conjugado.
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Figura 49 -Teste imunocromatografico tipo Il utilizando oucwoloidal 20nm conjugado a proteina A
amostras de bovinos reagentes
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Fonte: Gotti (2015)

Legenda: conjugado: proteina A com ouro coloidgl.B2 (0,5mg/ml) dialisada e acrescida de 5% sasarma
linha teste; 2 mg/ml de anticorpo anti-IgG coelladinha controle (C). Ap6s montagem, as fitas foram
imersas por 20 min em 3Q0 da amostra de soro diluido 1:10. 1, 2, 3, 4 8dB) bovino reagente para
leptospirose;

Na figura 50 é possivel notar que o teste foidealo para os soros de coelho. As
linhas controle e teste apresentaram coloracaanaVeada . Nas amostras utilizando soros
reagentes de equinos, é possivel observar que amliabas acenderam, tanto a linha

controle validando o teste, quanto a linha testefame figura 51.
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Figura 50 - Teste imunocromatograficpailll utilizando ouro coloidal 20nm conjugado af@ina A em amostras
coelhos reagentes

COELHO

Fonte: Gotti (2015)

Legenda: conjugado: proteina A com ouro coloidgll.B2 (0,5mg/ml) dialisada e acrescida de 5% saegrama linha teste;
2 mg/ml de anticorpo anti-lgG coelho na linha colet(C). Apds montagem, as fitas foram imersas pani em
300ul da amostra de soro diluido 1:10. 1, 2, 3, 4 8d5) de coelho reagente para leptospirose;

Figura 51 -Teste imunocromatogréafico tipo lll utilizando oucoloidal 20nm conjugado a proteina A
amostras de equino reagentes

Fonte: Gotti (2015)

Legenda: conjugado: proteina A com ouro coloidgl| B2 (0,5mg/ml) dialisada e acrescida de 5% saegraa linha teste;
2 mg/ml de anticorpo anti-lgG coelho na linha colet(C). Apds montagem, as fitas foram imersas panih em
300ul da amostra de soro diluido 1:10. 1, 2, 3, 4 8059 de equino reagente para leptospirose.
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Na figura 52 é possivel observar que o teste dbdado para os soros reagentes de
céo. O teste funcionou, a linha teste reagiu macafmente do que a linha controle, validando

o teste e 0 uso do conjugado ouro coloidal conotefpra A.

Figura 52 -Teste imunocromatografico tipo Ill utilizando ouroloidal 20nm conjugado a proteina A em amo
de cées reagentes

Fonte: Gotti (2015)

Legenda: conjugado: proteina A com ouro coloidgl.B2 (0,5mg/ml) dialisada e acrescida de 5% sasarma
linha teste; 2 mg/ml de anticorpo anti-lgG coellalinha controle (C). Apés montagem, as fitas foram
imersas por 20 min em 3Q0 da amostra de soro diluido 1:10. 1, 2, 3, 4 edd de cao reagente para
leptospirose.

4.7.5 Teste imunocromatografico para deteccao de antigeno

Até 0 momento, avaliamos a utilizacdo do testenmetomatografico na deteccdo de
anticorpos presentes em amostras de soros. P#ieaveros a possibilidade de o método ser
aplicado na deteccdo de antigenos presentes entrasnale urina, um novo teste foi
desenvolvido, conforme esquematizado na figurad\®&3te caso, o anticorpo anti-LipL32 foi
conjugado ao ouro coloidal, como mostra figura &4suspensdo apresentou coloracao
vermelho escuro caracteristica de conjugacdo efecieAmostras de urina humana foram

infectadas experimentalmente com uma culturdefgospira interrogansorovar Canicola
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estirpe LO4 para serem utilizadas no ensaio. Gampid anti-LipL32 foi aplicado na linha

teste e anticorpo anti-lgG coelho na linha controle

Figura 53 - Teste imunocromatografico para detedgdantigeno

DETECCAO AMOSTRA
DE

ANTIGENO T 1‘ T
Anti-LipL32

OC + anti-LipL32 Anti-IgG coelho

Fonte: Gotti (2015)

Figura 54 - Conjugacéo do ouro coloidal 20nm BBhamnti-LipL32

Fonte: Gotti (2015)

Os papéis foram tratados conforme descrito emriaaté métodos. A membrana de
nitrocelulose utilizada foi &litrocellulose HiFlow Plusfamanho HF 240. Realizamos dois
ensaios, a figura 55 apresenta o resultado obtido @ primeiro ensaio, é possivel observar
gue o teste imunocromatogréfico foi capaz de datextpresenca da proteina LipL32 nas
leptospiras em amostras de urina. A amostra de unfectada apresentou sinal tanto na
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linha controle, validando o teste quanto na lirkstet em todas as concentragfes de células
avaliadas, com o limite de deteccdo de 10 leptaspiml. Foi observada uma lentiddao na
migracdo da amostra, necessitando de novas paagdeiz para tentar melhor a fluidez da

amostra na membrana.

Figura 55 - Teste imunocromatografico para detedgdantigeno

Fonte: Gotti (2015)

Legenda: Conjugado: ouro coloidal com a anticomtrlaplL32; anticorpo anti-LipL32 2 mg/ml na linhaste;
2 mg/ml de anticorpo anti-IgG na linha controle G8pnontagem, as fitas foram imersas por 20 min em
300 ul da amostra de urina humana infectada com dilusgtada de foa 13 cels/mL. O teste foi
realizado em membrana de nitrocelulose HF 240.

No segundo ensaio realizado, foi avaliado o efddocongelamento da amostra de
urina na deteccdo do antigeno. Foram empregadasnemsnas condicdes descritas
anteriormente. Na figura 56, as fitas com o redoltdeste experimento sdo mostradas. E
possivel verificar a presenca das linhas vermettaalinha com a urina infectada com®10
células/ml e auséncia destas linhas na urina réotada, demonstrando que o congelamento

nao interfere no funcionamento do teste.



98

Figura 56 - Teste imunocromatografico para detedgdantigeno

Fonte: Gotti (2015)

Legenda: Conjugado: ouro coloidal com a anticomtrlaplL32; anticorpo anti-LipL32 2 mg/ml na linhaste;
2 mg/ml de anticorpo anti-lgG na linha controle G8pnontagem, as fitas foram imersas por 20 min em
300 ul da amostra de urina humana. O teste foi realizmdomembrana de nitrocelulose HF 240. 1)
urina infectada 108; 2) urina infectada congelddi B) LipL32 +urina ; 4) urina + PBS; 5) urina pur

4.7.6 Uso de microesferas como conjugado para desenvohenio do teste

imuncromatografico

A conjugacdo da proteina recombinante LipL32 cororoeisferas Estapor ® K-030
Azul (MERCK) foi avaliada com o objetivo de aumenta sensibilidade do teste
imunocromatografico do modelo tipo I. Para tants, naicroesferas foram diluidas para
concentracdo final de 1% em Tampado PBS pH 7,45rcdkefma foi adicionada em trés
diluicdes diferentes a serem testadas (0,2; 08en@/ml) . A diluicAo escolhida foi a de

0,4mg/ml, que originou a conjugacao mais estaeeifarme figura 57.
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Figura 57 - Conjugacao da microesfera com a prateijpl_32

Fonte: Gotti (2015)

Apo6s a conjugacdo, foi realizado o tratamento dm®eis e a montagem das fitas,

como observado na figura 58.

Figura 58 - Fitas de dipstick montadas ap0s tratamento dosgpap#izando o conjugado com microesferas |
a proteina recombinante LipL32

Fonte: Gotti (2015)

Para a realizacdo do teste, a porcgéao fisamnple padyla fita foi colocada em contato
com 300 pl de soro diluido 1:10 em PBS e com o tedgincubacdo de 20 minutos. Foram

testadas amostras clinicas de soro bovino reag@ateéeagente para leptospirose e amostra
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com soro de coelho hiperimune anti-Hardjobovis fijara 59, podemos observar que o teste
nao funcionou, provavelmente devido a ndo migraigioonjugado. Todo o conjugado ficou
retido na fibra de vidro. A linha controle acendeuito fracamente em apenas uma das
amostras. Para tentar contornar o problema, o gadunao foi colocado na fibra de vidro e
sim diretamente na nitrocelulose. Este procedimembstrou um resultado melhor, porém
ainda com as linhas controle e teste apresentaatka lintensidade mostraram-se muito

fracas (figura 60).

Figura59 - Teste imunocromatogréfico tipo | comosbovino utilizando conjugi de microesferas con
proteina recombinante LipL32

bovino

Fonte: Gotti (2015)

Legenda: Conjugado: microesferas com a proteinameimante LipL32; anticorpo anti-LipL32 2 mg/ml na
linha controle; 2 mg/ml de anticorpo anti-IgG bavina linha teste. Apds montagem, as fitas foram
imersas por 20 min em 3Q0 da amostra soro diluido 1:10. O teste foi redliz@m membrana de
nitrocelulose HF 240. 1, 2 e 3) soro bovino reaggatra leptospirose; 3 e 4) soro bovino ndo reagent
5) PBS.
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Figura 60 - Teste imunocromatografico tipol comasbovino utilizando conjugado de microesferas @m
proteina recombinante LipL32

coelho

Fonte: Gotti (2015)

Legenda: Conjugado: microesferas com a proteinanmreimante LipL32; anticorpo anti-LipL32 2 mg/ml na
linha controle; 2 mg/ml de anticorpo anti-IgG bavina linha teste. Apds montagem, as fitas foram
imersas por 20 min em 3Q0 da amostra de soro diluido 1:10. O teste foiizadb em membrana de
nitrocelulose HF 240. 6) soro pré-imune de coehd®BS; 8,9 e 10) soro hiperimune de coelho anti-
Harjobovis; 9) soro hiperimune de coelho anti-LPEO§ soro hiperimune de coelho anti-L1 130 .

Para confirmar os resultados obtidos, um novo erfearealizado nas mesmas condi¢oes
anteriores e com a aplicacdo do conjugado diretearea membrana de nitrocelulose. Na
figura 61, é possivel observar que a reacdo ocdeetd na linha teste quanto na linha
controle demonstrando que o teste funcionou, pcaénbandas ficaram difusas. Néo foi

possivel melhorar a sensibilidade do teste.
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Figura 61 - Teste imunocromatografico tipoom soro bovino e soro de coelho hiperimuneaattido conjugac
de microesferas com a proteina recombinante LipL32

Fonte: Gotti (2015)

Legenda: Conjugado: microesferas com a proteinanteimante LipL32; anticorpo anti-LipL32 2 mg/ml na
linha controle; 2 mg/ml de anticorpo anti-IgG bavina linha teste. Apds montagem, as fitas foram
imersas por 20 min em 3Q0 da amostra de soro diluido 1:10. O teste foiizadb em membrana de
nitrocelulose HF 240. 1) soro bovino reagente peptospirose; 2) soro néo reagente para leptogpiros
3) PBS; 4) soro hiperimune de coelho anti-Harjobp®) soro hiperimune de coelho anti-L1 130 ; 6)
soro pré-imune de coelho.

4.7.7 Aplicagéo e validacéo do teste em amostras clinicam plataforma diagndstica

Posteriormente a escolha e padronizacdo dos tastesocromatograficos, foram
realizados os testes tipos | e lll, em amostrascel$ de diversas espécies animais (bovinos,
equinos, cao, coelho, hamster e suino), em platafaliagndstica, como descrita em matérias
e métodos.

O preparo das fitas foi realizado conforme des@&momateriais e métodos, conforme

figura 62.
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Figura 62 - Teste imunocromatografico confeccionathoplataforma diagndstica

Fonte: Gotti (2015)

Para aplicacdo do teste, as amostras clinicas fdiiamdas em tamp&o de amostra,
Tampéo Tris-HCL 50 mM pH7,4, NaCL 150 mM, TritonIX0, BSA 1%, EDTA 1 mM; em
uma diluicdo 1:10 em 100 ul de soro. Os soros faxphtados em placa de ELISA, devido
ao grande numero de amostras e as fitas foram &lasrgo soro durante 20 minutos, com

posterior leitura, conforme se observa na figura 63

Figura 63 -Aplicacdo do teste imunocromatografico confeccianath plataforma diagndstica em placa
ELISA

Fonte: Gotti (2015)
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O teste imunocromatogréfico tipo | foi testado psweo bovino e de coelho para soro
bovino foi utilizado o conjugado: ouro coloidal cgmoteina LipL32; linha teste anti-lgG
bovino feito em coelho dialisado em tampao fosfslonmM com 5 % sacarose ; linha
controle: anti-LipL32, aplicado na maquina e izzalo o teste posterior em placa de ELISA,
em amostras bovina.

Na figura 64 € possivel observar que as amosti@Egenes e ndo reagentes para
leptospirose bovina. O teste funcionou, a linhatrod® acendeu, porém a linha teste nao

reagiu, necessitando de novas padronizacdes pm@ deste teste nesta plataforma.

Figura 64 - Teste imunocromatografico tipo | comogmovino em plataforma diagnéstica
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Fonte: Gotti (2015)

Legenda: Conjugado: ouro coloidal com a proteisam®inante LipL32; anticorpo anti-lgG bovino 2 mgma
linha teste dialisado em tamp&o fosfato 10 mM cémsacarose; 2 mg/ml de anticorpo anti-LipL32 na
linha controle. Apds montagem, as fitas foram imesor 20 min em 100 da amostra de soro bovino
diluido 1:10. Amostras: 1 a 50: soros bovinos ratege para leptospirose; 51-54) soros bovinos néo
reagentes para leptospirose.
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Um segundo ensaio utilizando o tipo |, soro delomébi realizado (conjugado: ouro
coloidal com proteina LipL32; linha teste anti-lgt@elho dialisado em tampao fosfato
10mmM com 5 % sacarose ; linha controle: anti-LpL3bserva-se na figura 65 que o teste
funcionou, a linha controle acendeu, validando stet@ a linha teste também reagiu, mais
fracamente, sugerindo a necessita de novas padgieiz do teste nesta plataforma

automatizada.

Figura 65 - Teste imunocromatografico tipo | conmoste coelho em plataforma diagnéstica

Fonte: Gotti (2015)

Legenda: Conjugado: ouro coloidal com a proteicambinante LipL32; anticorpo anti-lgG coelho 2 mgfa
linha teste dialisado em tampéo fosfato 10 mM cémdacarose; 2 mg/ml de anticorpo anti-LipL32
Apés montagem, as fitas foram imersas por 20 minléthyul da amostra de soro de coelho diluido
1:10. Amostras: 1 a 13 soros hipeirmune de coelt®ssoros pré-imune de coelho.

Foi realizado um segundo experimento com o ouste teadronizado, o modelo tipo
[ll (conjugado: ouro coloidal com proteina A; linteste proteina recombinante LipL32 em
dialisado em tampéo fosfato 10mmM com 5 % sacarbisba controle: anti-IgG coelho) foi
aplicado na maquina e realizado o teste postemqgplaca de ELISA, em amostras clinicas de
bovinos, equinos, caes, coelhos e hamster.

E possivel observar na figura 66 as amostras bevisgentes e ndo reagentes para
leptospirose. O teste funcionou, a linha contralendeu, porém a linha teste ndo reagiu,

necessitando de novas padronizag0es para 0 usotelstst nesta plataforma.
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Figura 66 - Teste imunocromatogréfico tipo Ill cearo bovino em plataforma diagnéstica
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Fonte: Gotti (2015)

12|34 5 6 7&B 19 loNPiias
| |
Legenda: Conjugado: ouro coloidal com a proteingpteina recombinante LipL32 2mg/ml na linha teste
dialisado em tampéo fosfato 10 mM com 5% saca@seg/ml de anticorpo anti-IgG coelho na linha
controle. Ap6s montagem, as fitas foram imersas2@omin em 10Qul da amostra de soro bovino
diluido 1:10. Amostras: 1 a 50: soros bovinos ratgge para leptospirose; 51-54) soros bovinos nao
reagentes para leptospirose.

1344 45 46 47 48 49 Y

Na figura 67 e 68 € possivel observar o teste eostnas reagentes e ndo reagentes de
equinos e cées respectivamente. Assim como conoros bovinos, o teste foi validado, a

linha controle acendeu, porém a linha teste n&giuea

Figura67 - Teste imunocrmatografico tipo Il com sorcequinos em plataforma diagnoés

Fonte: Gotti (2015)

Legenda: Conjugado: ouro coloidal com a proteingrteina recombinante LipL32 2mg/ml na linha tegitdisado em
tampé&o fosfato 10 mM com 5% sacarose; 2 mg/ml deagpo anti-IgG coelho na linha controle. Apos rtagem,
as fitas foram imersas por 20 min em 10@a amostra de soro equino diluido 1:10. Amosttas7: soros equinos
reagentes para leptospirose; 8) soros equino a@emee para leptospirose.
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Figura 68 - Teste imunocromatografico tipo Il cearo de cdes em plataforma diagnéstica
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Fonte: Gotti (2015)

Legenda: Conjugado: ouro coloidal com a proteingoisteina recombinante LipL32 2mg/ml na linha teste
dialisado em tampéo fosfato 10 mM com 5% saca@seg/ml de anticorpo anti-IgG coelho na linha
controle. Apés montagem, as fitas foram imersas2@omin em 10Qul da amostra de soro de cao
diluido 1:10. Amostras: 1 a 29: soros de caes rgagepara leptospirose; 30-31) soros de cdes nao
reagentes para leptospirose.

Com as amostras de coelho, figura 69, foi possilesérvar ambas as linhas, a linha
controle acendeu e a linha teste apareceu bem fkazantagem de se usar este modelo tipo
[ll € que esta configuracdo de teste, quando dmeédge padronizada, € um modelo universal,
nao necessitando de anticorpos espécies espeaiicesa montagem, podendo ser aplicado

em diferentes espécies animais.
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Figura 69 - Teste imunocromatogréfico tipo Ill cearo de coelhos em plataforma diagndstica

Fonte: Gotti (2015)

Legenda: Conjugado: ouro coloidal com a proteingpdteina recombinante LipL32 2mg/ml na linha teste
dialisado em tampéo fosfato 10 mM com 5% saca@seg/ml de anticorpo anti-IgG coelho na linha
controle. Apés montagem, as fitas foram imersas2fomin em 10Qul da amostra de soro de coelho
diluido 1:10. Amostras: 1 a 3 soros hipeirmunealhos; 4) soros pré-imune de coelho.

E possivel observar na figura 70 as amostras resgyenndo reagentes de hamster
para leptospirose. A linha teste acendeu fracamemteluas amostras. O teste foi validado
pois a linha controle acendeu, porém necessitapdasrpadronizagdes para 0 uso deste teste

nesta plataforma imunocromatogréfica.
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Figura 70 - Teste imunocromatografico tipo 11l cearo de hamsters em plataforma diagnéstica

Fonte: Gotti (2015)

Legenda: Conjugado: ouro coloidal com a proteingpdteina recombinante LipL32 2mg/ml na linha teste
dialisado em tampéo fosfato 10 mM com 5% saca@seg/ml de anticorpo anti-IgG coelho na linha
controle. Ap6s montagem, as fitas foram imersas2fomin em 10Qu da amostra de soro de hamster
diluido 1:10. Amostras: 1 a 6: soros de hamstegari@s para leptospirose; 6) soro de hamster ndo
reagentes para leptospirose.

4.8 PRODUGCAO DO OURO COLOIDAL

A produgéo do ouro coloidah house foi realizada com o objetivo de eliminar as
contaminagbes presentes na amostra comercial querferem com o teste
imunocromatografico. Dois lotes de solu¢cdes de aotoidal foram produzidos, utilizando-
se um controle rigido das variaveis, como agitajiqpeza dos frascos e temperatura, pois
qualquer interferéncia durante a preparagédo padeanh uniformidade, tamanho e forma das
particulas. No processo de producdo a medida geenperatura da solugdo aumenta vai
ocorrendo a nucleacdo das particulas de ouro éeacao inicialmente amarela clara vai se
modificando para vermelho escuro, dependendo @odigpnucleacdo e tamanho da particula.
A analise da dispersado das particulas de ourcefdizada através da leitura da absorbancia
entre os comprimentos de 400-700 nm. Preparacdesuo de melhor qualidade e mais

estaveis foram observadas no lote (A), que apresaemh pico de absor¢cdo no comprimento
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de onda de 522 nm, enquanto o outro lote (B), aqussyp particulas instaveis, ndo mostrou
um pico definido em nenhum comprimento de ondai@¥@a) como mostra a figura 71.

A microscopia de transmisséo foi utilizada na ag#o da qualidade das particulas de
ouro coloidal presentes nas solucbes preparadafsgiNa 72, estdo as fotografias obtidas da
microscopia realizada com a solucdo mais estaedlig@& A), observadas no aumento de
10.000 vezes. A figura 73 apresenta as fotograliisias com a solucdo B, como particulas
menos estaveis e menos homogéneas. E possivelaibae particulas como pontos elétron-
densos negros de tamanho e forma mais homogéngueparacdo A. Como referéncia foi

utilizada a particula de ouro comercial da BBI 20figura 74.

Figura 71 - Espectro de absorcao da luz visivebnag6es de ouro
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Fonte: Gotti (2015)
Legenda: Espectro de absorcdo de luz visivel dag@ s de ouro. Solugdo A: particulas mais estaveis
comprimento de onda maior e definido; B: particatass instaveis, com menor pico.



111

Figura 72 - Aspecto das particulas de ouro colgmbal microscopia eletrénica de transmissao da &olug
particulas mais homogéneas

Fonte: Gotti (2015)

Figura 73 - Aspecto das particulas de ouro colgmal microscopia eletrénica de transmissao da &oli:
particulas mais heterogéneas

Fonte: Gotti (2015)

Figura 74 - Aspecto das particulas de ouro coloadahercial da BBI 20nm por microscopia eletréniea d
transmissao

Fonte: Gotti (2015)
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4.8.1 Conjugacgédo do ouro coloidain housecom a proteina recombinante LipL32

Para a avaliagcdo do ouro coloidal produzidiouse,foi realizada sua conjugacéo
com a proteina recombinante LipL32. O modelo ddigoracao testado foi o modelo tipo |
com soro de coelho hiperimune.

Na conjugacao, a quantidade de proteina recomigindiizada foi a suficiente para
estabilizar o ouro, ou seja, a concentracdo naajsalucéo nao sofreu alteracdo de cor, como
observado na figura 75. O ouro foi estabilizado &2ug de antigeno para cada 1,00 da
solucéo, ou seja, 30/ mL de ouro. As concentragdes do antigeno mergures3,2ug nao
foram capazes de estabilizar a solucdo. O volumeardigeno conjugado ao ouro utilizado

inicialmente foi de 2@iL.

Figura 75 - Concentracdo de proteina recombinatessaria para estabilizar o ouro coloidal

Fonte: Gotti (2015)

Legenda: 10QL de ouro coloidal 0,01% foi acrescido deill0de diferentes concentra¢cdes de LipL3P3,2
ug; 2) 1,6 ug; 3) 0,8 ug; 4) 0,4 ug; 5) 0,2 ug. Apos 10 minutos as solugdes foram acresciddd de de
NaCl 10% e a leitura dos resultados realizada hizerate.

A conjugacdo foi estabilizada com 1% BSA e a saufd centrifugada e o
sobrenadante descartado. O sedimento foi ressudpeah 2% BSA e centrifugado. Este
sedimento foi ressuspendido em tampéo de armazet@amenantido a 4° C até 0 momento

do uso, conforme figura 76. Esta conjugacao foi bmmedida, mostrando as mesmas
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caracteristicas de coloracéo (vermelho intenstgbiislade e conjugacéo, quando comparada
ao ouro coloidal comercial, podendo assim ser agiéico teste imunocromatografico.

Figura 76 - Conjugacao do ouro coloidal 20inrhousecom a proteina LipL32

Fonte: Gotti (2015)

4.8.2 Teste Imunocromatografico modelo tipo I com soro decoelho hiperimune

utilizando o conjugado com ouro coloidaln house

Apoés a producdo do ouro coloidal e sua conjugagio a proteina recombinante
LipL32, foi realizado teste imunocromatografico ratmd tipo | com soro de coelho
hiperimune para avaliar a conjugacéao realizada wastéo.

Para isso, a solucdo da proteina recombinante3Riptonjugada ao ouro coloidal
produzidoin housefoi aplicada na fibra de vidre@@njugate pajll Foi realizado o bloqueio na
porcaoSample padutilizando o tampéapad tween. No papel dHlitrocellulose HiFlow Plus
foi aplicada a solugao contendo anticorpo anti-@élho (Sigma) na linha teste, ao lado do
controle interno, o anticorpo anti-LipL32. Em setpyisecagem foi realizada em dessecador a
vacuoover nighe os papéis foram sobrepostos em uma base pladtiados com auxilio de

fita adesiva para a montagem do teste como apeekena figura 77.
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Figura 77 - Fitas ddipstickmontada apds tratamento dos papéis

Fonte: Gotti (2015)

Para a realizacédo do teste, a porcao fiswhdle pad}da fita foi colocada em contato
com 300 pl de soro diluido 1:10 em PBS e com o teg incubacdo de 20 minutos. A
proteina LipL32 conjugada ao ouro produzidahousefoi aplicada na fibra de vidro; o
anticorpo anti-LipL32 feito em coelho aplicado nah& controle e o anticorpo anti-IgG
Coelho (2mg/ml) na linha teste. Como amostra reagpara leptospirose foi utilizado soro
hiperimune de coelho anti-Hardjobovis e o0 soro iprére como amostra ndo reagente.
Conforme apresentado na figura 78, é possivel wéisgue o teste funcionou, pois a banda
avermelhada foi detectada na linha controle, taotm a amostra de soro negativa quanto
positiva e na linha teste com o soro positivo. £€stsultados demonstraram que 0 ouro
coloidal produzido in house foi eficiente para o desenvolvimento do teste
imunocromatografico, podendo ser utilizado na cogée do teste.
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Figura 78 - Teste imunocromatografico modelo tip@oim soro de coelho hiperimune utilizando como
conjugado o ouro coloidal produzidfohouse
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Fonte: Gotti (2015)

Legenda: anticorpo anti-lgG de coelho 2 mg/ml nhaditeste; 2 mg de anticorpo anti-LipL32 na linbatmle.
Apbs montagem, as fitas foram imersas por 20 miato 30Qul da amostra de soro diluida 1:10. 1)
soro de coelho hiperimune anti-Hardjobovis; 2) steaoelho pré-imune
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5 DISCUSSAO

O controle das doencas infecciosas, na maioria \da®s, depende de testes
diagnosticos com alta especificidade, sensibilidagle praticidade (PALANIAPPAN;
RAMANUJAM; CHANG, 2007). A disponibilidade de umste laboratorial adequado para o
diagndstico da leptospirose continua sendo umaibanpara a deteccdo desta doenca e para
sua vigilancia epidemiolégica (HARTSKEERL; COLLARBEEREIRA; ELLIS, 2011).
Portanto, o desenvolvimento de métodos de diagmistiais simples, rapidos e eficientes
para a leptospirose se faz necessario.

O diagnostico da leptospirose € baseado em exkesatoriais diretos e indiretos.
Os testes padrédo-ouro sdo o isolamento e a sotmagi@io microscopica (SAM). A
soroaglutinacdo microscoépica (SAM) é o teste der@efcia para diagnostico sorologico e
para classificagdo de leptospiras em sorovaresagrspos como preconiza a Organizagao
Mundial de Saude (WHO, 1967). Os inconvenientea pate teste sdo a necessidade de uma
infraestrutura laboratorial e a manutencdo de ugsiqdas culturas vivas, 0 que gera a
necessidade de méao-de-obra técnica, além de submefeerador a riscos de contaminacao
(VASCONCELLOS, 1979; GENOVEZ; YASUDA, 1988).

A caracterizacdo e a identificacdo teptospira sp.,presente em rebanho bovino
infectado, sdo passos de grande importancia nmakéigo, na implementacédo de programas de
vacinacdo adequados e na eficacia das vacinaslUs@v de sorovariedades realmente presentes
nas vacinas utilizadas podera induzir uma imunidades efetiva no rebanho, que promoverao
consequentemente, o controle da doenca e aumentiondaioes de produtividade animal (ELLIS,
1984; MOREIRA, 2004; MINEIRO et al., 2007).

Os resultados apresentados nesta tese demonsiem desenvolvimento de um teste
imunocromatografico utilizando a proteina recombisa LipL32 como diagnéstico da
leptospirose € um caminho promissor.

As onze proteinas recombinantes utilizadas nemit@ltro, como modelo de antigeno,
foram selecionadas através de analissilico a partir do banco de dados de lipoproteinas de
L. interroganssorovar Copenhageni construido por Setubal €2@06). O programa PSORT
(http://psort.ims.u-tokyo.ac.jp/form.html) foi ushdo para predizer a localizagdo celular
destas lipoproteinas na bactéria (BARBOSA et all02.

As proteinas de membranalldgptospirapodem ser consideradas antigenos altamente

conservados e estaveis e por isso ha interessesnastsgenos para o desenvolvimento de
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testes de diagnéstico soroldgicos para a leptapiGlAAKE; MATSUNAGA, 2002).
Proteinas de membrana externa como OmpL1, HbpA, 2ip LipL36, LipL41, Loa 22, Lig
A, Lig B, MPL17, tem sido utilizadas em diferentegtodos diagndsticos como ELISA,
PCR, aglutinacdo em latedipstick dot blot, imunoblot O teste de ELISA 1gG com L
tem mostrado maior sensibilidade e especificidadando comparado com a SAM
(CHALAYON, 2011).

Métodos soroldgicos que utilizam proteinas recointies como antigenos podem
possibilitar maior sensibilidade e especificidadeteste devido a maior concentracdo de
antigenos imunoreativos e a auséncia de sitiopanégos.

Neves et al. (2007) analisaram quatro genes debnaga externa, Lp30 (LIC12880),
Lp49, (LIC10793), Lp29 (LIC12892), Lsa24 (LIC12906)elataram que anticorpos contra as
proteinas Lp29 e Lp49 foram detectados para fasilinla doenca indicando seu uso para a
fase aguda da leptospirose. Croda et al. (2008)dandetectou em soro humano, uma alta
sensibilidade (92%) e especificidade (90%) de amgims anti-Lig B por ELISA, durante a
fase inicial da doenca, sugerindo este ser um marespecifico para fase aguda. Em animais,
alta sensibilidade e especificidade também foi eimada por ELISA 1gG (SUBATHRA;
SENTHILKUMAR; RAMADASS, 2013) em soro de cdes com a OMPL1.

A proteina recombinante LipL32 foi identificadatenormente ao sequenciamento
dos genomas deeptospira(REN et al., 2003; NASCIMENTO et al., 2004; BULAGH al.,
2006) por Haake et al. (2000). E, até pouco tengpa, considerada uma das principais
proteinas de membrana externa. Mas recentememiee [8i Haake (2013) relataram que a
LipL32 ndo é uma proteina de membrana externa, & sgria uma lipoproteina de
subsuperficie de. interroganscuja expressao € restrita as espécies patogéBItR4/AS et
al., 2005). Picardeau et al. (2008), através daesrjamento do genoma da espécibiflexa
sorovar Patoc demonstrou a auséncia do gene artplag LipL32. Além disso, a resposta
imunoldgica do hospedeiro & LipL32 é bastante sdeSendo assim, a LipL32 se tornou um
alvo importante pra o desenvolvimento de vacintestes diagnosticos. Essas caracteristicas
sugerem que a LipL32 seja adequada ao desenvolinuennovos testes de diagndéstico
sorologico para a leptospirose (HAAKE et @000; FLANNERY et al 2001).

O teste imunocromatografico € aplicado para o rdistico de diversas doencgas
infecciosas. Suas caracteristicas positivas comutaglo rapido, auséncia de equipamentos,
pessoal especializado, baixo custo e boa reprolitiaitle fazem este método ser bastante
vantajoso (MILLIPORE, 2008).
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O principal objetivo deste teste é conseguir o imaxde reconhecimento do
anticorpo. Este deve ter boa especificidade e lsiidade e reatividade ap6s de adsorvido e
apos contato com a amostra, ndo devendo ocoregaglies quanto sua natureza e ser reativo
no momento do teste.

No caso do diagnéstico da leptospirose humana;séeemo mercado um teste
imunocromatografico disponivel. Porém este tesfeité com lisado total de bactéria de
Leptospirasorovar Patoc, no qual, além de ser uma variarsdgica saprofita, apresenta
reatividade cruzada, com baixa sensibilidade disiiggd (SMITS et al., 1999;
GUSSENHOVEN et al., 1997).

Para o desenvolvimento do teste imunocromatogréfiam testados trés modelos de
configuracdo do teste, aqui definidos, como: motptol, Il e 1.

O ouro coloidal como reagente de deteccéo foizatllo para o desenvolvimento do
teste imunocromatogréfico, pois possui caractesstfisicas quimicas ideais para este fim. E
0 mais estavel quando comparado a outros marcadom@so enzimas e corantes
fluorescentes, sendo menos susceptivel a agregacaote a preparacdo do teste e também
por possuir melhor mobilidade nos poros da membdanaitrocelulose quando comparado a
outros marcadores (SHYU et al., 2002; CARNEY ¢et2406).

Por volta de 1980 as particulas de ouro colomt@m introduzidas em testes rapidos e
por causa da superior estabilidade, sensibilidaeisdo e reprodutibilidade as particulas de
ouro sdo idéias para uso nestes ensaios (CHANDGEERMIN; ROBINSON, 2000). Usado
amplamente ele pode se ligar a varias moléculasatmdades particulares e caracteristicas
diferentes (BENDAYAN, 2000).

Uma caracteristica desse sistema é a dependéncia do pH no processo de
conjugacéao. O ouro coloidal € uma solucéao liofébica carregagigativamente. A superficie
da particula, ndo sO possui caracteristica eléticat como também propriedades
hidrofébicas. Na conjugacdo do ouro coloidal corotginas, as interacfes eletrostaticas
devem ser reduzidas de modo a que as interacOesfdiitas possam prevalecer. Isto é
conseguido através do ajuste do pH da solucdo e amloidal para aproximadamente 0,5
unidade de pH superior ao pl da proteina a serugadp. Uma vez que o pH esta
adequadamente ajustado, a carga liquida da proter@o ou ligeiramente negativa. Isto
previne a agregacao da proteina, devido a atrdefiostatica mantendo ao mesmo tempo as
interac®es hidrofdbicas e facilitando a conjugat@proteina com o ouro (OLIVER, 2010).

O primeiro modelo da configuracdo do ensaio imumoatogréafico testado foi o
modelo tipo |, onde o ouro coloidal foi conjugad@mteina recombinante LipL32. Este
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modelo destina-se a detec¢do de anticorpos pelaraagos anticorpos presentes na amostra
de soro que se ligam as particulas de ouro colo@astidas com antigenos e foi validado
para amostras bovinas e soros de coelho. Esteeaprasser um modelo adequado para o
desenvolvimento do teste. A limitacdo de modelo tifpi a baixa sensibilidade. Foi possivel
aumentar a um pouco a sensibilidade do teste,éstrdo uso da sacarose. A adsor¢do do
reagente da linha teste com a presenca de sadardsedamental para melhor desempenho
do teste, pois a sacarose permite que a amossal@dsos reagentes secos na area do
conjugado instantaneamente, além de manter o0s ntesgeeativos biologicamente
(MILLIPORE, 2000).

O ouro utilizado nesta conjugacéo foi o de 20 Baseados em estudos realizados, as
nanoparticulas entre 20 e 40 nm sdo as melhorés tps de ensaio, pois as particulas
pequenas resultam em coloracao clara e as pasticul#ao grandes sao instaveli©( et al.,
2012).

A concentracdo de anticorpos necessarios paraoguiea a estabilizacdo do ouro
coloidal diferencia-se de acordo com cada moléeaiaguestao (antigeno ou anticorpo) e o
tamanho da particula de ouro utilizada (LOU et2012). A falta ou excesso de antigenos
desestabilizam as particulas de ouro. Desta matieieaminou-se a concentracdo minima de
proteina LipL32 necessaria para estabilizacdo do caloidal, sendo que, nesta configuracao
de teste, a concentracao ideal de proteina LipaB2(,2ug para cada mL de outmloidal.

Ainda neste processo de conjugagao, as etapasladgelm, centrifugacdo e
armazenamento sdo de extrema importancia. E presinar o blogueio, pois apés a ligagéo
com o anticorpo ou antigeno, superficies residdaisuro coloidal podem sofrer interacdes
entre as particulas e a matriz solida e entre@wips particulas. Diversas substancias usadas
podem gerar variagdes no ambiente quimico, causassln reacdes inespecificas no ouro
coloidal (PAEK; LEE; CHO, 2000). Os agentes de bkgs mais comumente aplicados sao
o polietilenoglicol e a albumina bovina (MILLIPORE)08).

As etapas de lavagens por centrifugacdo e de bm®d® igualmente importantes
para eliminacdo de anticorpos néo ligados parangaevenham a interferir na interagéo entre
0 conjugado e os anticorpos de deteccdo e captuaaté o ensaio. Ao final da lavagem o
conjugado (antigeno e ouro) deve ser acrescidoahgpdo de armazenamento contendo
albumina e sacarose. Os anticorpos podem sofreramgad conformacionais estruturais
durante o periodo de desidratacdo e estocagenpaylean ser prevenidas pela presenca de
agentes estabilizadores, como a albumina bovin&EKPAEE; CHO, 2000). Alguns autores

indicam que a membrana de vidro também deve salnngunte bloqueada antes do conjugado
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ser aplicado (MIKAWA, 2006), porém optou-se por ridoquear, baseado em estudo que
relatam quando o tratamento € realizado a reac#asnezes ndo ocorria ou a intensidade do
sinal era muito fraca (MIORANZA, 2009).

Para garantir uma fluidez por capilaridade da ara@sdefinicdo do comprimento da
tira reagente é importante. Trabalhos realizadosodstram variagdes de tamanho entre 2,0 a
3,0 cm de comprimento X 0,5 cm de largura (CHUANIgAL., 2006; MIKAWA, 2006). O
tamanho definido foi de 2,0 cm de comprimento Xde3argura.

Em referéncia ao tratamento dos diferentes papgscompdem o ensaio em grande
parte dos testes imunocromatograficos, a realizai@obloqueio da membrana ndo é
essencial, devido as proteinas estranhas preseatamostra ou nos agentes de bloqueios
adicionados n@ample padéo suficientes para prevenir o reagente detecoakto da nao
especificidade da nitrocelulose (MILLIPORE, 20080 necessitando assim realizar o
bloqueio na porgéabsorbing pad.

O melhor resultado foi a utilizacdo do bloqueio par¢édo sample pad visando
diminuir as reacdes inespecificas e aumentar aiéispade do teste. O melhor tampéao foi o
tampéaopadcom Tween (20mM Borato de sédio; 0,05% de azidsodiéo e 3% Tween 20). A
amostra correu mais uniformemente pela tira decetulose e com velocidade maior.

Para a padronizacdo do teste, a aplicagcdo dogntesgde deteccdo foi realizada
manualmente com uma pipeta automatica. Estes amgess podem ser colocados na
membrana de nitrocelulose de varias maneiras, taatmialmente quanto com dispensadores
automaticos de ar a jato especificos para estenfimitp utilizados em escala industrial (LIU
et al., 2007). Em um segundo momento, estes resgeioram colocados de forma
automatizada em uma plataforma diagnéstica, pade @waliar a utilizacdo do teste em
grande numero de amostras.

Apés a montagem da fita imunocromatografica pelaeposicdo das membranas, a
tira absorvente € colocada em contato com a sologatendo a amostra que dissolve o
conjugado e a reagdo imune entre o analito e agadp acontece.

Outros ensaios realizados com a LipL32 tem mostragultados satisfatorios. Dey et
al. (2007) realizaram um teste rapido em latex (L&dm a proteina LipL32, para detectar
anticorpos especificos para humanos e cdes. O tessrou uma sensibilidade e
especificidade 98,07% e 96% para caes e 93,93%/2%6gyara humanos, confirmando que a
LipL32 pode ser um bom candidato a antigeno paa em diagnostico. Resultados
semelhantes foram apresentados, comparados comTo A Brownlow et al. (2013), onde

foi realizado a validacdo de um teste intitulddeptorapide” (teste de aglutinagdo em latex)
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no diagnostico da leptospirose humana. Thaipaduniigpa al. (2011) realizaram PCR em
tempo real com os genes rRNA e LipL32 para diagemsm humanos da leptospirose e
notou alta deteccdo de leptospiras nas primeiragars&s dos sintomas da doenca. Este
resultado foi confirmado por Stoddard et al. (20Q@¢ realizaram em pacientes humanos
PCR em tempo real com o gene que codifica a peotdgpl 32 e verificou alta sensibilidade
do teste e especificidade na fase aguda da infecéo.

Para o desenvolvimento do teste imunocromatagrafio modelo tipo Il a
conjugacdo do ouro coloidal foi realizada tanto camticorpo anti-lgG Bovino feito em
coelhoin house guanto com proteina A. Este modelo destina-seexcio de anticorpos pela
captura dos mesmos presentes na amostra de sose ¢jgam as particulas de ouro coloidal
revestidas com antigenos. O melhor resultado olpigdoonjugacao foi utilizando a proteina
A. A escolha da utilizacdo da proteina A na linkaté foi devido a sua natureza nao
enzimética e sua propriedade de se ligar as fra€6eda imunoglobulina (YANG et al.,
2007). Ela tem sido usada ha algum tempo para cendelvimento de testes
imunocromatograficos, tanto como particula de gaptonjugada ao ouro coloidal como na
linha teste para a captura de anticorpos no sddA{#G, 2006).

O modelo tipo 11l foi testado em soros de coellbmsjinos, equinos e caes de animais
nao reagentes e reagentes para leptospirose. Bsivpbdetectar os anticorpos na amostra.
Sendo este modelo outra op¢ao de confecgéo do Aestatagem de se utilizar este modelo,
com a conjugacao do ouro coloidal a proteina A,udilzacdo dos mesmos reagentes para
qualquer amostra de soro. Na linha teste utiliza-geoteina LipL32 e na linha controle o
anticorpo anti-IgG coelho. Sua aplicacdo univefaaldeste modelo uma boa escolha para
fabricacdo do teste imunocromatografico.

Apesar de nao ser o foco inicial do trabalho, rimlizado um novo modelo para
deteccado de antigeno. O ouro coloidal foi conjugamo anticorpo anti-LipL32. Este modelo
mostrou alguns resultados satisfatérios, porém ss#e@do o aprimoramento através da
utilizagdo de membranas de nitrocelulose mais & para detecgdo de antigeno e novas
padronizacoes.

Na tentativa de se aumentar a sensibilidade de tembém foi testado a utilizacédo de
microesferas Estapor ® conjugadas com a prote@mmeginante LipL32. Foram realizados
alguns testes, porém com baixa deteccéo.

Foram realizados ensaios na plataforma diagnoatiteamatizada para avaliacdo do
teste em grande numero de amostras. Foi realizadodelo tipo | em amostras bovina e o

modelo tipo Il em amostras de soros bovinos, amjide coelho e caes. O Unico teste que
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mostrou satisfatério, porém com sinal fraco, foamgo utilizado com soro de coelho. Para
aplicacao deste modelo de teste em grande esealssgita-se de nova padronizagédo de todos
0S reagentes.

O teste imunocromatografico quando devidamenteopa&hdo, € um teste simples, de
baixo custo e facil execucdo, mostrando ser umanigemra ferramenta na triagem do
diagndstico da leptospirose. Até o momento, nenbstmdo avaliou a LipL32 como antigeno
em um teste imunocromatografico para o diagnoslecteptospirose. Este estudo, portanto, é

inédito e de grande potencial aplicado.



Quadro 6 - Resumo dos resultados obtidos nestalti@b

TIPO | TIPO I TIPO Il Deteccéo de antigeno
Conjugado Ouro coloidal + LipL32 Ouro coloidal #pL32 Ouro coloidal + Prot. A Ouro coloidal + AritipL.32
Linha teste Anti-lgG (espécie animal) LipL32 LipL32 Anti-LipL32
Linha controle Anti-LipL32 Anti-LipL32 Anti-lgG cokko Anti-lgG coelho
Tratamento da fibra de vidro Nao Nao N&o Nao
Tratamento sample pad Sim Sim Sim Sim
Tamanho da Fita hiflow HF 240 HF 240 HF 240 HF 240
Linha teste dialisada com 5 % de sacarose Sim X Sim X
Secagem em dessecador a vacuo Sim X Sim X
Periodo de secagem Overnight X Overnight X
Diluicdo do soro teste 1:10 X 1:10 X
Tampdes escolhidos (1,2,3 , 4 e PBS) 1 X 1 X
Amostras de soro que reagiram Coelho e bovino X I@pbovino, equino e caq X
Teste realizado em plataforma diagnostica Sim N&o Sim N&o
Amostras que reagiram na plataforma Nenhuma X Hooel X

XA
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6 CONCLUSOES

Os resultados apresentados neste manuscrito esgionidos no quadro 6 e

demonstraram que:

- A proteina recombinante LipL32 foi a proteina questrou maior reatividade com os
soros de animais (bovino, hamster, coelho, cdoutne) reagentes para leptospirose nos
ensaios daVestern blottinge ELISA. Estes resultados indicam que esta proteina € a mais
adequada para o desenvolvimento do teste imunotografico dentre as proteinas

recombinantes testadas.

- O teste imunocromatografico no modelo tipo I, ormeuro coloidal de 20 nm foi
conjugado com a LipL32, utilizando o anticorpo uhdnd teste dialisado e com 5% sacarose

mostrou-se satisfatorio utilizando soros hiperinsuthe coelho e soros bovinos.

- O teste imunocromatografico no modelo para detededantigeno, onde o ouro coloidal
de 20 nm foi conjugado com o anti-LipL32, mostreusatisfatorio utilizando a urina
infectada com leptospira.

- O teste imunocromatografico no modelo Tipo lll, endl ouro coloidal de 20 nm foi

conjugado com a proteina A, utilizando a LipL32linha teste dialisada e com 5% sacarose
mostrou-se satisfatorio utilizando soros de bovireguinos, caes, coelhos. Mostrou ser
possivel de utilizacdo em diversas amostras dessanimais, tendo uma configuracao

universal do teste.

- O ouro coloidal produzidsn housemostrou ser adequado no teste imunocromatografico
através da analise por microscopia eletrénicaalestnissao.

- Nao foi possivel detectar anticorpos especificaa peptospirose em soros de bovinos,
utilizando o teste imunocromatografico, com a auni@cdo do tipo I, em plataforma

diagndstica. Provavelmente, devido a necessidagadronizacdo de todos os parametros.

- Nao foi possivel detectar anticorpos especificaa peptospirose em soros de bovinos,

equinos, caes e hamster, utilizando o teste imonmatiografico, com a configuracéo do tipo
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lll, em plataforma diagnostica. Provavelmente,idieva necessidade de padronizacdo de

todos os parametros.

- Foi possivel detectar anticorpos especificos peptospirose em soros hiperimunes de
coelho, utilizando o teste imunocromatograficoigo tll, em plataforma diagnéstica.

- Estes resultados preliminares demonstram que e festnocromatografico do tipo
dipstick tanto para deteccdo de antigeno quanto anticaq, a proteina recombinante
LipL32 como antigeno ou com anticorpo anti-LipL3®yde ser uma promissora técnica

diagndstica contra a leptospirose.
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ATIVIDADES COMPLEMENTARES

Cabe ressaltar que com objetivo de aprimorameotant realizadas, atividades

complementares, citadas abaixo:

< PARTICIPACOES EM EVENTOS CIENTIFICOS

v

27° Congresso Brasileiro de Microbiologia (SBM)

Local: Mendes Convention Center - Santos - S P - Brasil

Data: 28/10/12 a 01/11/2012

Apresentacao:Poster

a. Titulo do Trabalho: Desenvolvimento do vetor pLIPO para expressdao de

lipoproteinas delLeptospira spp. na superficie d&. coli Autores: Gotti, T.B.

Monaris, D., Spadafora-Ferreira, M. , Moraes, Z.Masconcellos, S.A., Barbosa,
A.S., Abreu, P.A.E.

8" Scientific Meeting of International LeptospirosisSociety - ILS 2013
Local: Fukuoka/Japéao
Data: 08/10/13 a 11/10/13
Apresentacgao:Poster
Titulo do Trabalho: Cell display system for the expression of leptapir

lipoproteins on the surface &. coli. Authors: Gotti, TB, Monaris D, Spadafora-
Ferreira MS, Souza GO, Moraes ZM, VasconcellosA#eu PAE

” XV Reunido Cientifica Anual do Instituto Butantan
Local: Instituto Butantan / SP
Data: 04/12/2013 & 06/12/13
Apresentacgao:Poster
Titulo do Trabalho: Cell display system for the expression of leptpi
lipoproteins on the surface &. coli. Authors: Gotti, TB, Monaris D, Spadafora-
Ferreira MS, Souza GO, Moraes ZM, VasconcellosA#eu PAE

” Kidney Week — American society of nephrology
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Local: Philadelphia, PA

Data: 11/11/2014 a 16/11/14

Apresentacao:Poster

Titulo do Trabalho: Lp25 Membrane Protein form pathogenic Leptospiies
associated with rhabdomyolisis and oliguric acutn&y injury in Leptospirosis.
Authors: Seguro, AC.; Canale, D.; Abreu, PA.; Monaris, Gatti, TB. ; Matos,
LR.; Brito, T.; Magaldi, AJ.

CURSOS E ATIVIDADES DE EXTENSAO

Ciclo de Seminarios Cientificos do Laboratério de Bcteriologia do I[Bu
Palestrante do seminario “Avaliacdo de trés pratscantibidticos na qualidade do
sémen bovino quanto ao seu efeito sobre a miceliotoctone e na destruicdo da
Leptospiraspp sorovares Hardjo (estirpes Hardjoprajitno edfghovis) e Wolffi
(estirpe 3705)Local: Instituto Butantan

Data: 06/06/2011Carga horaria: 1 hora

| simposio interno da Pds Graduacdo em epidemiolagiexperimental aplicada as
zoonoses.

Local: Faculdade de Medicina Veterinaria e zootecnia — EMYsp

Data: 05/11/2011

IV encontro sobre Escherichia colipatogénica “Luiz Rachid Trabulsi”
Local: Instituto Butantan / SP Data:05/08/2012

Ciclo de Seminarios Cientificos do Laboratério de Bcteriologia do 1Bu

Palestrante do seminario “Leptospirosis by ELISAsduh on recombinant outer
membrane protein®

Local: Instituto Butantan,

Data: 06/08/2012Carga horaria: 1 hora

XXI Congresso Latinoamericano de Microbiologia (XXI ALAM)
Local: Mendes Convention Center - Santos - S P - Brasil
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Data: 28/10/12 a 01/11/2012

[l Simpdsio Internacional de Microbiologia Clinica (111 SIMC)
Local: Mendes Convention Center - Santos - S P - Brasil
Data: 28/10/12 a 01/11/2012

XIV Reuni&o Cientifica Anual do Instituto Butantan

Local: Instituto Butantan / SP

Data: 05/12/2012 a 07/12/1

“Roadshow agilent Technologies: descobertas indo aléda sequéncia’realizado
pelo USP — ICB II, oferecido pelo GE HealthcaresLScience e Agilent Genomics
Local: Instituto de ciéncias biomédicas

Data: 17/04/13

Il Curso de Biosseguranca do Laboratério de Bactedlogia do IBu
Local: IBu - Instituto Butantan
Periodo: 30/04/2013 — 07/08/2013 — 18/11/202&rga horéria: 06 horas

Seminarios promovidos pela GE Healthcare Life Sciare no instituto Adolfo Lutz
Local: Instituto Adolfo Lutz -Carga horaria: 04 horas
Data: 09/05/13
8" Scientific Meeting of International LeptospirosisSociety - ILS 2013
Local: Fukuoka/Japéao
Data: 08/10/13 a 11/10/13
Y Workshop Uso e cuidados Eticos em Animais de Laboi@rio
Local: Instituto Butantan
Data: 30/10/13

¥ XV Reunido Cientifica Anual do Instituto Butantan
Local: Instituto Butantan / SP
Data: 04/12/2013 a 06/12/13
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“Biologia de sistemas de doencas infecciosas e vasinUma visdo holistica de
nosso sistema imune’pelo Programa de seminarios s da Comisséo de iBastp
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade

de Séo Paulo.

Local: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universia&&o Paulo

Data: 25/3/14

Curso de aperfeicoamento sobre a técnica de imunamnatografia

Technical Seminar — Lateral Flow Test developmenta hands-on experience
Local: Londres

Data: 03/06/2014

Avaliadora de relatério de aluno PIBIC/CNPQ
Local: Instituto Butantan / SP
Data: 07/10/2014

“Método logico para redacao cientifica”
Local: Instituto Butantan / SP Carga horaria: 08 horas
Data: 20/10/2014

XVI Reunido Cientifica Anual do Instituto Butantan
Local: Instituto Butantan / SP
Data: 01/12/2014 a 05/12/14

Treinamento interno- “Rotulos e procedimentos de ggiranca” e” Normas gerais
sobre contencéo de infectantes”

Local: IBu - Instituto Butantan

Periodo: 05/05/2015 Carga horaria: 02 horas

DISCIPLINAS CURSADAS

Recursos de Profilaxia Aplicados ao Controle e radicacdo de Zoonoses. Situacéo
Atual e Perspectivas (Faculdade de Medicina Vedadre Zootecnia - USP)
Patogenicidade Bacteriana (Instituto de Ciénciari&idicas — USP)
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Técnicas Soroldgicas e de Biologia Molecular nogDéstico de Agentes Infecciosos
(Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia PJS

Procedimentos Especiais Aplicados ao Estudo ddoBieodas Zoonoses. |. Bactérias
Metodologia do Ensino Superior (Faculdade de MedidVeterinaria e Zootecnia -
USP)

Estatistica Aplicada a Biotecnologia (P6s-gradudg&acologia — Instituto Butantan)

Créditos obtidos, totalizando 100% dos minimosidrig para depdsito de tese.

¢ Colaboractes

v

v

Trabalho realizado como colaboradora:Trabalho feito em colaboragdo. Realizagc&o
do Teste ELISA para confirmacéo dos resultadosdobtianteriormente por nosso
grupo. Titulo do trabalho: Desenvolvimento do veplPO para expressédo de

lipoproteinas déeptospiraspp. na superficie da coli.

Trabalho realizado como colaboradora: Trabalho feito em colaboracdo com
Universidade de Medicina de Sdo Paulo. Realizagdmeste de funcionalidade com a

proteina recombinante LipL32 em cobaias.

Possibilidade de registro de patente do teste d&igo imunocromatogréfico para

leptospirose animal.
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N°de Ordem | Cadigo do Animal Resultado
1 2016 15 A=100;15C=800

2 1027 2 A=100;15 A=400;15B=800

3 8979 15B=800

4 1985 15 A=800;15B=400;16=200

5 1008 15 A=1.600;15B=400;16=400

6 1024 15 A=3.200;15B=400

7 691 15 A=1.600;15B=1.600;16=400

8 3643 15 A=3.200;15B=800

9 8620 2 A=400;14=100;15 A=1.600;15B=400
10 9009 15 A=800;15B=200

11 3751 2 A=200;15 A=800;15B=400;16=400

12 1199 15 A=3.200;15B=3.200

13 1204 9=3.200;15 A=3.200;15B=1.600;16=400
14 3829 9=1.600

15 8997 15 A=1.600;15B=800;16=400

16 1005 15 A=1.600;15B=1.600

17 2805 15 A=1.600;15B=1.600

18 3857 15 A=800;15B=400

19 3410 15 A=3.200;15B=1.600

20 8669 10B=200;15 A=800;15B=400

21 1014 15 A=6.400;15B=3.200

22 1187 15 A=3.200;15B=400

23 3361 8=100;15 A=3.200;15B=1.600

24 7792 2 A=200;8=800;10B=200;15 A=3.200;15B=1.666:1.600
25 3664 9=1.600;15 A=3.200;15B=1.600

26 8978 3=100;15 A=1.600;15B=400

27 8569 15 A=3.200;15B=1.600

28 7702 2 A=100;15 A=1.600;15B=400;15C=200
29 9033 15 A=800;15B=400

30 8648 9=400;15 A=1.600;15B=800

31 1028 9=400;15 A=1.600;16B=1.600;20=100
32 1016 8=1.600;15 A=800;15B=400

33 8965 1B=200;15 A=3.200;15B=1.600;15C=200
34 3667 9=800;15 A=1.600;15B=1.600;

35 9127 8=200;9=800;15 A=3.200;15B=800
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36 8583 9=400;15 A=800;15B=400;15C=100

37 9025 15 A=1.600;15B=800

38 3830 15 A=800;15B=200

39 9001 15 A=1.600;15B=400

40 8993 9=400;15 A=6.400;15B=3.200

41 1061 15 A=800;15B=400

42 2976 15 A=800;15B=200

43 9040 9=400;15 A=1.600;15B=800

44 1040 8=400;9=800;15 A=6.400;15B=3.200

45 1009 15 A=1.600;15B=800

46 3642 15 A=3.200;15B=1.600

47 1011 15 A=400;15B=200

48 7780 15 A=1.600;15B=800

49 1017 15 A=800;15B=400

50 3694 1B=800;2A=100;3=100;8=200;10A=200;13A=260;3400;16=100
51 3805 8=800,10A=200,16=100

52 3735 8=1600,10A=400,13A=400,14=200,15A=100,15B*1
53 3037 8=800,10A=200,10B=100,15A=200,15B=200

54 3787 3=100,8=800

55 2962 1B=400,8=800,13A=100,16=1600,15C=200

56 2308 8=800,10B=200,13A=200,15A=200,15B=200

57 3013 8=800,9=200,10A=400,13A=400,14=200,15A=88B+200,16=800
58 2948 8=800,13A=800,16=800

59 2888 8=200,9=200,10A=200,13A=1600,15A=200,158=20
60 3201 8=3200,10A=400,13A=200,15A=200,15B=200, 15+
61 3692 2A=100,8=400,10A=200,16=400,15C=800

62 150 13A=200,16=200,15C=3200

63 3634 8=800,15C=3200

64 2642 14=100,15A=100,16=200,15C=3200

65 3282 8=200,10A=800,13A=200,14=200,16=200,15C86320
66 3058 8=200,9=100,10A=200,15A=100,16=800,15C=400
67 2743 8=800,10A=400,13A=200,14=100,15A=200,15B=10
68 3747 8=800

69 2620 8=3200,10A=400,13A=400,14=200,15A=400,158*2
70 2645 1B=200,8=1600,9=200,13A=200,15A=200,15B=100
71 3545 8=800,9=100,13A=200

72 3837 8=1600,10A=400,14=200,15A=200,15B=100,16=20
73 3278 8=800,9=200,13A=400,15A=400,15B=400
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74 2936 1B=800,8=800,9=100,10B=200,14=200,15A=485400,15C=400
75 1162 8=3200,9=400,10B=200,13A=100,14=400,15A48B=200
76 3340 8=800,10A=800,14=100,15A=400,15B=200

77 3322 8=1600,9=200,13A=200,14=100,15A=200,15B1&8100

78 3475 8=400,9=200,10A=1600,10B=100,13A=400,15A4:26=400
79 618 8=100,15C=100,16=1600,17=100

80 2696 8=400,,10A=800,10B=200,13A=200,15A=200,1583%16=200
81 3399 8=800,10A=400, 13A=400,14=200,15A=200,15B3:45C=200
82 3012 8=400,9=400,10A=400, 13A=1600,15A=400,15B%26=1600
83 1465 8=400,9=200,10A=400,10B=200,13A=800,15A=588B=400
84 0603 6=1600,15C=200

85 2985 5=100,8=800,10A=200,10B=100,15A=200,15BP86100
86 253 5=100,8=800,10B=100,13A=200,14=200,16=400190

87 3514 8=800,10B=200,13A=200,14=800,15A=800,158=80

88 3017 1A=800,8=1600,10A=800,13A=800,14=800,15A%46B=400
89 2747 8=800,9=400,13A=400,14=200,15A=800,15B=466400

90 0921 8=800,13A=100,15A=100,15B=100

91 3854 8=800,10A=1600,10B=400,13A=800,14=800,19%5A16=400
92 2727 8=400,9=800,10B=100,13A=400,15A=800,15B=800

93 0537 9=200,10B=200,13A=400,15A=200,15B=200,18=10

94 0117 8=400,10A=800,10B=400,13A=200,14=800,1671%0=200
95 1774 2A=100,8=400,10A=200,10B=100,13A=800,15A340

96 3759 3=100,8=800,9=100,10A=800,10B=200,13A=406800

97 3087 8=100,15C=1600

98 3231 8=800,9=100,10A=400, 15A=200,15B=100,1657P%0=800
99 1506 9=100; 15A=3200; 15B=1600

100 18 9=400; 15A=1600;15B=800

Cddigo | Sorogrupo Variante Soroldgica| Cddigo| Sorogmo Variante Sorologica
1-A Australis australis 1C-B Icterohaemorrhagiae icterohaemorrhagiae
1-B Australis bratislava 11 Javanica Javanica

2-A Autumnalis autumnalis 12 Panama Panaméa

2-B Autumnalis butembo 13A Pomona Pomona

3 Ballum castellonis 14 Pyrogenes Pyrogenes

4-A Batavia bataviae 1E-A Sejroe hardjoHardjoprajitno)

5 Canicola canicola 15-B Sejroe Wolffi

6 Celledoni whitcombi 1E-C Sejroe hardjoHardjobovig

7 Cynopteri cynopteri 1€ Shermani Shermani

8 Grippotyphosa grippotyphosa 17 Tarassovi Tarassovi

9 Hebdomadis hebdomadis 2C Seramanga Patoc

1C-A Icterohaemorrhagiae|  copenhageni 21 Djasiman Sentot

Legenda: variantes soroldgicas utilizadas na SAM
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N° de Ordem Cédigo do Animal Resultado
1 9966 NEGATIVO
2 2142 NEGATIVO
3 2057 NEGATIVO
4 9933 NEGATIVO
5 9832 NEGATIVO
6 9967 NEGATIVO
7 99720 NEGATIVO
8 9925 NEGATIVO
9 2047 NEGATIVO
10 9990 NEGATIVO
11 2030 NEGATIVO
12 9863 NEGATIVO
13 2156 NEGATIVO
14 2106 NEGATIVO
15 99620 NEGATIVO
16 2213 NEGATIVO
17 9914 NEGATIVO
18 2113 NEGATIVO
19 2177 NEGATIVO
20 9976 NEGATIVO
21 9911 NEGATIVO
22 2011 NEGATIVO
23 99610 NEGATIVO
24 2024 NEGATIVO
25 9997 NEGATIVO
26 99170 NEGATIVO
27 2044 NEGATIVO
28 2075 NEGATIVO
29 2056 NEGATIVO
30 2027 NEGATIVO
31 2131 NEGATIVO
32 9980 NEGATIVO
33 2137 NEGATIVO
34 2118 A NEGATIVO
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35 2008 NEGATIVO
36 2135 NEGATIVO
37 2069 NEGATIVO
38 9939 NEGATIVO
39 9947 NEGATIVO
40 9942 NEGATIVO
41 99820 NEGATIVO
42 2160 NEGATIVO
43 2116 NEGATIVO
44 2231 NEGATIVO
45 9993 NEGATIVO
46 9869 NEGATIVO
47 2043 NEGATIVO
48 2165 NEGATIVO
49 2114 NEGATIVO
50 2204 NEGATIVO
51 99490 NEGATIVO
52 272 NEGATIVO
53 274 NEGATIVO
54 494 NEGATIVO
55 365 NEGATIVO
56 532 NEGATIVO
57 618 NEGATIVO
58 552 NEGATIVO
59 462 NEGATIVO
60 597 NEGATIVO
61 538 NEGATIVO
62 583 NEGATIVO
63 556 NEGATIVO
64 373 NEGATIVO
65 504 NEGATIVO
66 650 NEGATIVO
67 535 NEGATIVO
68 385 NEGATIVO
69 426 NEGATIVO
70 441 NEGATIVO
71 366 NEGATIVO
72 600 NEGATIVO
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73 484 NEGATIVO
74 479 NEGATIVO
75 424 NEGATIVO
76 636 NEGATIVO
77 589 NEGATIVO
78 572 NEGATIVO
79 554 NEGATIVO
80 599 NEGATIVO
81 524 NEGATIVO
82 563 NEGATIVO
83 611 NEGATIVO
84 492 NEGATIVO
85 586 NEGATIVO
86 531 NEGATIVO
87 581 NEGATIVO
88 557 NEGATIVO
89 511 NEGATIVO
90 601 NEGATIVO
91 356 NEGATIVO
92 640 NEGATIVO
93 508 NEGATIVO
94 497 NEGATIVO
95 539 NEGATIVO
96 368 NEGATIVO
97 510 NEGATIVO
98 380 NEGATIVO
99 476 NEGATIVO
100 528 NEGATIVO






