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1. INTRODUCAO

A leptospirose € uma antropozoonose difundida mundialmente, muito comum
em regifes tropicais e em paises em desenvolvimento, acometendo animais
domésticos, silvestres e também humanos (BHARTI et al., 2003). Em humanos, a
infeccdo é decorrente do contato direto ou indireto com a urina de roedores, 0s
quais sao os principais disseminadores de leptospiras patogénicas (MUSSO & LA
SCOLA, 2013).

A doenca é causada por espiroquetas do género Leptospira, que sao bactérias
Gram-negativas, aeroObias estritas e moveis, devido a presenca de um par de
flagelos em sua extremidade (LEVETT, 2001). Esse género possui cerca de 30
espécies, com mais de 300 sorovares, sendo 270 patogénicos (PICARDEAU,
2017; THIBEAUX, 2018). A principal espécie que acomete humanos é L.
interrogans (OLIVEIRA, ARSKY & DE CALDAS, 2013).

Atualmente, o padrdo ouro para diagnéstico da leptospirose é o teste de
aglutinacdo microscopica (MAT), método este reconhecido pela Organizacao
Mundial da Saude (OMS) (BLANCO, CASSIOLATO & ROMERO, 2015). A técnica
consiste em confrontar diferentes sorovares de Leptospira patogénicas vivas com
o soro dos pacientes com suspeita de leptospirose, possibilitando assim, também
identificar o sorovar causador da infeccdo (PELISSARI et al., 2011). Contudo,
esse método é laborioso e demorado, precisando da manutencao de culturas de
leptospiras vivas no laboratério e de técnicos treinados para a execucdo e
interpretagcdo. Além disso, pode levar a resultados errdneos em consequéncia de
diferentes interpretacdes, devido a presenca ou auséncia das aglutininas que sao
detectadas pelo método (ROMERO, CALY & YASUDA, 1998).

ErpY-like € descrita como uma proteina de L. interrogans, possuindo
semelhancas com a lipoproteina da membrana externa ErpY de Borrelia
burgdorferi. Essa proteina € expressa durante a infeccéo in vivo, demonstrando
seu potencial como alvo para o desenvolvimento de vacinas e testes de
diagnoéstico. Recentemente nosso grupo de pesquisa demonstrou que ErpY-like
protege hamsters contra infeccdo letal (OLIVEIRA et al., 2018) e é capaz de
diagnosticar a infeccdo em suinos, quando empregada em um teste soroldgico do
tipo ELISA (PADILHA et al., 2019). Estes resultados encorajam o prosseguimento
das pesquisas, objetivando o desenvolvimento de novos insumos para o controle
da enfermidade, que sejam faceis de utilizar pelos servicos de saude, mais
sensiveis e especificos, e que empreguem tecnologia nacional, diminuindo
custos.

Diante disso, o presente estudo buscou avaliar o potencial da proteina
recombinante ErpY-like de L. interrogans, no desenvolvimento de um teste do tipo
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ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), para deteccao de anticorpos 1gG
no soro de humanos naturalmente infectados.

2. METODOLOGIA

Producdo da proteina recombinante ErpY-like: a proteina ErpY-like foi
produzida conforme descrito por PADILHA et al. (2019).

Soros humanos: soros positivos e negativos utilizados nesse trabalho foram
cedidos pelo Laboratorio Referéncia Nacional de Diagndstico de Leptospirose da
Fundacao Oswaldo Cruz, Brasil. Essas amostras foram obtidas de pacientes dos
estados do Rio de Janeiro, Bahia, Espirito Santo, Pernambuco, Distrito Federal e
Rio Grande do Sul, suspeitos de estarem com leptospirose e diagnosticados por
MAT. Um total 40 soros foram utilizados, 20 positivos e 20 negativos. Os soros
positivos foram caracterizados de acordo com a fase da doenca (convalescente) e
o titulo de anticorpos (entre 200 e 6400).

ELISA IgG: para o ensaio de ELISA, placas de fundo chato foram sensibilizadas
com a proteina ErpY-like diluida em tampdo carbonato—bicarbonato (50 pl, pH
9,6). Foram utilizadas 312,5 ng de proteina por cavidade da placa. Apds
incubacao por 1h a 37°C, as cavidades foram bloqueadas com solug¢éo de Bovine
Serum Albumin (BSA) por 1h e 30 min a 37 °C. Posteriormente, 0S SOros
humanos foram diluidos em PBS 1X (pH 7,4) na proporcdo 1:50 e mantidos em
contato com a proteina por 1h a 37°C. PBS 1X foi utilizado como controle
negativo para o teste. Anticorpos anti-lgG humanos conjugados a peroxidase
foram adicionados em uma diluicdo 1:10.000. As placas de poliestireno foram
mantidas a 37°C por 1h. Entre cada uma das etapas, as placas foram lavadas
quatro vezes com solucdo PBS-T (PBS + 0,05% Tween 20). A visualizacdo do
teste foi feita através da adicdo de tampéo fosfato-citrato (pH 5,3) acrescido de
0,2 mg/mL de o-phenylenediamine dihydrochloride (OPD) e 0,03% de H202. Uma
solucdo 2M H2SO04 foi utilizada para parar a reacdo. A quantificacdo da reacgéo foi
realizada em espectrofotbmetro com comprimento de onda de 492nm. Para
analise dos resultados foi utilizado o software MedCalc® versdo 8.0.0.0 (MedCalc
Software, Ostend, Belgium). Os soros foram avaliados em duplicata nas placas e
o experimento foi repetido trés vezes.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste ELISA desenvolvido utilizando a proteina ErpY-like exibiu um cut-off
(ponto de corte) > 0,25, especificidade de 95,0% e sensibilidade de 100%, como
pode ser observado nas Figuras 1 e 2. Estes resultados foram similares aos
observados por PADILHA et al., (2019), que utilizou esta mesma proteina no
diagnéstico da leptospirose suina, com sensibilidade e especificidade de 96,8% e
100%, respectivamente.
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Figura 1. Curva ROC (Receiver operating characteristics) do ELISA IgG utilizando soros
humanos.
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Figura 2: Agrupamento dos soros utilizados no ELISA IgG para o diagnéstico de leptospirose em
humanos. Comparacéo dos soros testados avaliados pelo padrdo-ouro (MAT), cut-off,
sensibilidade e especificidade. Niamero 1 representa os soros positivos na MAT e 0 os soros
negativos.

4. CONCLUSOES

O ELISA utilizando a proteina recombinante ErpY-like demonstrou ser um
teste promissor, pois apresentou sensibilidade e especificidade proximas de
100%. Isso indica que esta proteina foi reconhecida por anticorpos IgG dos
pacientes com diagnostico de leptospirose pela MAT, os quais apresentam soros
com diferentes titulagbes e sdo originarios de regiofes geograficas distintas,
estando, possivelmente, infectados por diferentes sorovares. Assim, a proteina
ErpY-like destaca-se como potencial alvo para diagnostico sorolégico da
leptospirose humana.
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