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RESUMO: A leptospirose é uma zoonose que causa sérios danos 2 sadde dos animais. Por se tratar de uma das
doencas de maior impacto econdmico, o correto diagnéstico e vigilancia epidemioldgica sdo fundamentais para o controle
da infecg@o. Objetivou-se padronizar e validar o teste de ELISA indireto empregando proteinas de membrana externa
(PME) do sorovar Hardjo como antigeno (ELISA-PME/Hardjo), tendo o teste de Soroaglutinacdo Microscépica (SAM)
como referéncia. O ELISA-PME/Hardjo foi padronizado utilizando-se amostras de soro de 15 bovinos positivos e 15
negativos no exame de SAM. A PME/Hardjo foi avaliada nas concentra¢cdes de 0,35 pug/uL, 0,17 pg/uL, 0,08 ug/uL e
0,04 pg/uL. As amostras de soro foram testadas nas dilui¢des 1:50, 1:100, 1:500 e 1:1000, e o conjugado anti IgG 1:5000 e
1:10000. A validagdo do teste foi feita utilizando-se 218 amostras de soro bovino. A padroniza¢do do ELISA-PME/Hardjo
indicou que a melhor concentracdo protéica para sensibilizacdo da placa foi de 0,08 pg/uL, diluicdo do anticorpo primdrio
1:50 e do conjugado anti-IgG 1:5000. Das 218 amostras submetidas ao teste de SAM, 86 (39%) foram positivas, e 132
(61%) negativas. Ja o ELISA-PME/Hardjo identificou 121 (55%) amostras positivas e 97 (45%) negativas. A sensibilidade
foi de 100% e especificidade 73%. A comparagdo dos testes de SAM e ELISA demonstrou concordancia de 0,83% e
indice Kappa de 0,68 (p<0,0001). O ELISA-PME/Hardjo mostrou ser um teste sensivel, indicando seu uso potencial como
exame de triagem no diagndstico da leptospirose bovina.

PALAVRAS-CHAVE: Leprospira spp. Proteinas de Membrana Externa. Soroaglutinagdo Microscipica

INTRODUCAO

A leptospirose é uma zoonose de
distribuicdo mundial, que acomete grande parte das
espécies animais, inclusive o ser humano (QUINN
et al., 2005). Causada por espécies patogé€nicas de
bactérias pertencentes ao género Leptospira, o qual
atualmente € composto por 19 espécies e mais de
300 sorovares (ADLER; MOCTEZUMA, 2010).

No Brasil, as pesquisas indicam que
Leptospira interrogans sorovar Hardjo é o mais
detectado em bovinos e que este seja o agente
etiolégico que cause maior impacto econdmico na
eficiéncia reprodutiva nos rebanhos da espécie
bovina (MOREIRA, 1994).

O teste diagndstico recomendado pela
Organiza¢ao Mundial de Satde é a Soroaglutinagdo
Microscépica (SAM). Este exame possui baixa
sensibilidade, especialmente na fase inicial da
doenca (WHO, 2003; McBRIDE et al., 2005). A
necessidade de se cultivar um grande ndmero de
leptospiras vivas potencialmente patogénicas &

arriscado, tal fato tem sido apontado como a
principal limitacdo para o emprego do teste, além de
necessitar de um técnico especializado e treinado
para proceder a leitura em microscopia de campo
escuro (BLANCO, 2007; BOMFIM et al., 2005).

Incovenientes na maioira dos testes
sorologicos levaram ao desenvolvimento de
alternativas, tais como a reagdo de hemaglutinacio
indireta, a contraimunoeletroforese € o teste de
ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) (EL
JALLI, 2008). Diferentes porcdes antigénicas tém
sido utilizadas na realizacio do ELISA para o
diagndstico da leptospirose. Vérias metodologias de
extragdo e purificacdo antigénica ja foram
empregadas, na tentativa de se obter um antigeno
especifico e de melhor sensibilidade (PRIYA et al.,
2003; SURUJBALLI; MALLORY, 2004; TOMICH
et al., 2007; BLANCO, 2007).

Atualmente sabe-se que existem vdrias
proteinas expostas na superficie de membrana da
bactéria, e que assim como o lipopolissacarideo
(LPS), s@o capazes de estimular respostas imunes e
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por isso sdo alvos potenciais para o0
desenvolvimento de vacinas e testes de diagndstico
(CULLENZ et al., 2002; CULLEN et al., 2005) .

Por ser uma das doencas de maior impacto
econdmico, o correto diagndstico e vigilancia
epidemiolégica sdo fundamentais para se
estabelecer um controle efetivo da disseminacao do
agente. Objetivou-se padronizar e validar o teste de
ELISA indireto empregando proteinas de membrana
externa (PME) do sorovar Hardjo como antigeno
(ELISA-PME/Hardjo), tendo o teste de
Soroaglutinagcdo Microscdpica como referéncia.

MATERIAL E METODOS

Amostras

Duzentos e quarenta e oito amostras de soro
bovino foram gentilmente cedidas pelo Laboratério
de Doengas Infectocontagiosas da Faculdade de
Medicina Veterinaria (FAMEV) da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU).

Producio do Antigeno (PME/Hardjo)

A L. interrogans sorovar Hardjo foi
cultivada em meio liquido de Ellinghausen -
McCullough - Johnson - Harris (EMJH — DIFCO),
acrescido com 10% de soro estéril de coelho livre de
anticorpos antileptospira, e incubado por sete dias a
30°C (BRASIL, 1995).

A extracdo foi realizada a partir de 50 mL
de meio de cultura, utilizando-se o detergente Triton
X114 (HAAKE et al., 1991) e as proteinas extraidas
foram precipitadas com acetona (CUNNINGHAM
et al., 1988). Em seguida a amostra foi centrifugada
a 12.600 x g por 30 minutos a 4°C, e a acetona
presente no sobrenadante descartada. O pellet foi
ressuspendido em 500 pL de A4gua ultrapura e
estocado a -20°C. A concentracdo protéica foi
avaliada pelo método de Bradford (BRADFORD,
1976). A leitura foi realizada a 595 nm, em
espectrofotdmetro Ultraspec- 1000 (Pharmacia,
Biotech®).

Padronizaciao do ELISA-PME/Hardjo

O teste de ELISA-PME/Hardjo foi
padronizado como recomendado pela FAO/OIE
(WRIGHT et al., 1993; MADRUGA et al., 2001),
sendo realizado a partir de modificacdes descritas
(TOMICH et al., 2007).

Utilizou-se 30 amostras de soro bovino,
sendo 15 positivas, obtidas de bovinos com
leptospirose comprovada clinica e laboratorialmente
pela SAM. A suspeita clinica foi baseada em
problemas reprodutivos como, repeticio de cio e
aborto, nascimento de bezerros fracos ou
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mumificados. Estes animais nao tinham histérico de
vacinacao contra leptospirose; e 15 amostras de soro
negativo obtidas de bezerros sadios com até trés
meses de idade, ndo vacinados para leptospirose,
sem antecedentes clinico epidemiolégicos e
laboratorialmente negativos no teste de SAM.

Para este ensaio, foram realizadas titulacdes
em triplicata com as amostras de soro e com
conjugado anti IgG bovino Peroxidase (Sigma®).

Para avaliar a melhor concentracio do
antigeno na sensibilizacdo da placa de ELISA, a
PME/Hardjo foi analisada em quatro concentragoes:
pura (0,35 pg/ul), diluida 1:2 (0,17 pg/uL), 1:4
(0,08 pg/uLl) e 1:8 (0,04 pg/uL). As amostras de
soro foram diluidas para ambos os conjugados a
1:50, 1:100, 1:500 e 1:1.000, e o conjugado anti IgG
foi diluido a 1:5.000 e 1:10.000.

Ap6s a padronizagdo da técnica, as amostras
foram testadas individualmente em duplicata, sendo
os resultados expressos em densidade 6ptica (DO).
O ponto de corte foi determinado pela soma das
médias de DO das amostras negativas acrescidos de
dois desvios padrao (MADRUGA et al., 2001).

Validacao do ELISA-PME/Hardjo

Para validagdo empregou-se 218 amostras
de bovinos de ambos os sexos com idade entre trés a
seis anos, sem histérico de vacinacdo e com
manifestacdes clinicas sugestivas ou ndo de
leptospirose.

A placa de microtitulacdo de poliestireno
(Nunc MaxiSorp®) foi sensibilizada com 100
uL/poco do antigeno (PME/Hardjo) na concentragio
de 0,08 pg/uL. (PME/Hardjo diluida 1:4) em tampao
carbonato bicarbonato (0,05M pH 9,6), durante 14h
a 4°C em cimara umida. Em seguida as placas
foram lavadas manualmente com auxilio de
micropipeta automdtica por trés vezes com (PBS
0.0IM pH 7.4) e adicionado 200 pL de solugdo de
bloqueio PBS-M (leite em p6 desnatado na
concentracdo de 5%, diluido em PBS) e incubado
durante 1h a 37°C. Apés novas lavadas, foi
distribuido em duplicata 100 puL de soro dos
bovinos, diluido a 1:50 em PBS-TM (PBS-M com
0,05% (v/v) de Tween 20) durante 1h a 37°C.

As placas foram novamente lavadas com
PBS-T (PBS com 0,05% (v/v) Tween 20) e 100 uL.
do conjugado diluido 1:5000 em PBS-TM foi
adicionado durante 1 hora a 37°C. Apds novos
processos de lavagem a reagdo foi revelada pela
adicdo de 100 uL/poco de OPD
(Ortofenilenodiamino - Dako®) acrescido de H,O,
Apés 15 min a temperatura ambiente, sem
exposicdo da luz, a reagdo foi interrompida com
adicdo de 25 uL de solugdo de H,SO, 4N. A
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reatividade foi avaliada através das leituras de DO
determinadas no comprimento de onda de 492 nm
em leitor de ELISA (TP Reader —Thermoplate®).

Teste de Soroaglutinacdo Microscépica (SAM)

O teste de SAM foi realizado sendo
considerados positivos as amostras de soro dos
bovinos reagentes a partir da dilui¢do 1:100 (FAINE
et al.,, 1999). Utilizou-se como antigeno culturas
vivas de 14 sorovares de leptospira, representando
11 sorogrupos de L. interrogans.

Anadlise Estatistica

Para determinacdo da eficiéncia do teste
ELISA-PME/Hardjo foram calculados os valores
relativos de sensibilidade e especificidade
(THRUSFIELD, 2004) tendo como referéncia os
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resultados obtidos pela SAM.
concordancia foi medido pelo indice Kappa
(FERREIRA; AVILA, 2001), utilizando-se o
Programa Bioestat 5.0 (AYRES et al., 2007).

O grau de

RESULTADOS

A padronizacdo do ELISA-PME/Hardjo
indicou que a melhor concentragdo protéica para
sensibilizacdo da placa foi de 0,08 pg/uL
(PME/Hardjo diluida 1:4), diluicdo do anticorpo
primdrio 1:50 e do conjugado anti-IgG 1:5000.

A concentracdo do antigeno e a diluicio
(conjugado e soro) ideal foi a que apresentou a
maior diferenca em DO entre amostras de soro
positivo e negativo (MADRUGA et al., 2001)
(Figura 1).
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Figura 1. Padronizacdo do ELISA- PME/Hardjo A — Média da DO das amostras de soro nas dilui¢cdes de 1:50,
1:100, 1:500 e 1:1.000, conjugado anti IgG bovino diluido 1:5000 e antigeno (PME/Hardjo) na concentracao de
0,35 pg/uL; diluido 1:2 (0,17pg/uL), 1:4 (0,08 pg/uL) e 1:8 (0,04 pg/pL). B — Média da DO das amostras de
soro nas dilui¢des de 1:50, 1:100, 1:500 e 1:1000, conjugado anti IgG bovino diluido 1:10000 e antigeno
(PME/Hardjo) na concentragdo de 0,35 pg/uL; diluido 1:2 (0,17ug/uL), 1:4 (0,08 pg/uL) e 1:8 (0,04 ug/uL).
Obs. A seta indica a melhor condig@o para realizagdo do teste.

As amostras de soro negativo utilizadas na
padronizacdo quando testadas individualmente
obtiveram DO média de 0,147 com desvio padrio
de 0,048. O ELISA-PME/Hardjo teve ponto de corte
de 0,244. Enquanto que as amostras de soro dos
bovinos reagentes para leptospirose tiveram DO
média de 0,899 e desvio padrio de 0,231. Nenhuma
amostra positiva obteve DO média abaixo do ponto
de corte do teste (Figura 2).

Observou-se que, das 218 amostras
utilizadas para validacdo do ELISA-PME/Hardjo,
121 (55%) foram positivas e 97 (45%) negativas.
Quando comparado o teste de ELISA com a SAM,
121 (55%) foram positivas no ELISA enquanto que

86 (39%) foram positivas na SAM. Nenhuma
amostra positiva na SAM foi negativa no ELISA. 35
(16%) amostras foram positivas no ELISA e
negativas na SAM (Tabelas 1 e 2).

A sensibilidade foi de 100% e
especificidade 73%. A comparacdo dos testes de
SAM e ELISA-PME/Hardjo demonstrou
concordancia de 83% e indice Kappa de 0,68
(p<0,0001). A concordancia observada na anélise do
Kappa ¢é significativa e sugere que a diferenca
observada entre os resultados obtidos nos testes, nao
ocorreram ao acaso, classificando a replicabilidade
do teste como substancial.
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Figura 2. Representacio grafica dos valores de DO obtidos no ELISA-PME/Hardjo. Amostras de soro na
dilui¢do 1:50, PME/Hardjo na concentragdo de 0,08ug/uL e conjugado anti IgG bovino 1:5000.

Tabela 1. Resultado das 218 amostras de soro bovino pelos testes de SAM e ELISA-PME/Hardjo para o

diagnéstico soroldgico da leptospirose bovina

Pos % Neg % Total
SAM 86 39 132 61 218
ELISA* 121 55 97 45 218

*Pos (D.O > 0,244); Neg (D.O < 0,244)

Tabela 2. Comparacdo dos resultados das amostras de soro bovino testados pela SAM e pelo ELISA-
PME/Hardjo para o diagndstico soroldgico da leptospirose bovina

ELISA/PME

SAM
Positivo Negativo Total
Positivo 86 35 121
Negativo 0 97 97
Total 86 132 218

Sensibilidade = 100 % Especificidade = 73% Concordancia = 83% Kappa = 0,68

DISCUSSAO

Obteve-se a partir da padronizacio do
ELISA-PME/Hardjo um protocolo capaz de ter um
bom rendimento dos principais componentes da
reacdo (antigenos e conjugados) com boa resolucao.
A concentracdo 6tima do antigeno de 0,08 pg/uL
permite teoricamente, a realizacdo de 1.500 testes
com a quantidade de proteina extraida a partir de 50
mL de meio de cultura.

De acordo com a (Figura 2), das amostras
utilizadas na padronizagdo, observou-se que houve
sempre 0 mesmo padrdo das amostras de soro
negativo, apresentando baixa reatividade com as
proteinas de membrana de leptospira. Nenhum
animal reagente na SAM teve DO média abaixo do
ponto de corte. O desvio padrdao de 0,231 entre os

bovinos reagentes pode ser explicado pela diferenca
nos titulos da infeccdo. Os bovinos 4, 6 € 7, os quais
obtiveram valores de DO menores, apresentaram
titulos inferiores a 1:400 no teste de SAM. Os
demais bovinos positivos apresentaram titulacio
superior a 1:400, sendo que o animal 9 reagiu até a
diluicao de 1:800.

A maior parte das pesquisas com antigeno de
leptospira direcionam seus estudos ao LPS
(BLANCO, 2007). A utilizagao dessa estrutura nos
testes de ELISA apresenta algumas limitacdes
conforme verificado por (PRIYA et al., 2003) que
ao utilizarem LPS de L. biflexa sorovar Patoc,
obtiveram sensibilidade de apenas 48%. Os autores
atribuiram a baixa sensibilidade ao fato do LPS ser
sorovar especifico e sugerem que a utilizacdo de
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LPS de diferentes sorovares aumentaria a
sensibilidade do teste.

A utilizagdao de PME como antigeno deste
estudo, deve-se ao fato de que ao contrdrio do LPS,
essas estruturas mostram-se conservadas entre os
diversos sorovares de L. interrogans (FAINE et al.,
1999; LEVETT, 2001), sendo que as proteinas de
membrana externa do sorovar Hardjo possui muitas
similaridades com o perfil protéico da membrana
externa das outras soro variedades de L. interrogans
(LAFETA et al., 2008).

A sensibilidade do ELISA-PME/Hardjo foi
maxima (100%). Bomfim et al. (2005) e Tomich et
al. (2007) também verificaram alta sensibilidade,
100% e 99,30% respectivamente, ao utilizarem
como antigeno a LipL32, um dos principais
componentes de membrana das leptospiras
(CULLEN et al., 2002).

Das 218 amostras 97 foram positivas na
SAM e 121 no ELISA-PME/Hardjo. Resultados de
outras pesquisas (SURUJBALLI; MALLORY,
2004; TOMICH et al.,, 2007; EL JALLI, 2008),
demonstram uma tendéncia dos testes de ELISA em
reconhecer maior nimero de animais reagentes
quando comparados ao exame de SAM. Tomich et
al. (2007) verificaram 143 amostras positivas na
SAM, e 161 no ELISA, enquanto que El Jalli
(2008) obteve 47 positivos na SAM e 196 no
ELISA.

A sensibilidade de 100% e especificidade de
73% ndo significa necessariamente alta ocorréncia
de resultados falso positivos. Sugere-se que os
animais reagentes no ELISA e negativos na SAM
poderiam estar infectados para outros sorovares 0S
quais ndo foram testados na SAM, ou ainda que o
teste de ELISA-PME/Hardjo poderia estar
reconhecendo animais em inicio de infeccdo. Além
disso, a leitura da SAM ¢é subjetiva na dependéncia
da avaliacdo de cada técnico, sendo que o animal
poderia estar positivo, mas interpretou-se como
negativo.

997
SOUZA, M. A. et al.

A avaliacio da concordincia entre os
exames, foi feita por meio do indice Kappa, que
varia de 0 a 1, sendo 1 a expressdo da exata
concordancia entre os testes. O ELISA-PME/Hardjo
apresentou indice interpretado como substancial
(p<0.0001) o que significa haver concordancia nos
resultados obtidos pelos dois testes de diagndstico
realizados.

A alta sensibilidade do ELISA-PME/Hardjo
obtida neste estudo indica o potencial das proteinas
de membrana do sorovar Hardjo serem aplicadas no
diagnéstico de triagem da leptospirose bovina. Por
ser uma técnica com elevado nivel de sensibilidade,
reprodutibilidade e permitir automacao, o ELISA ¢é
um método de eleicdo para exame de um grande
numero de amostras (TIZARD, 2002). Entre as
vantagens do ELISA em relacdo a Soroaglutinacdo
Microscépica estdo a estabilidade e o pequeno
volume de reagentes, o baixo nivel de risco
biolégico, interpretacdo objetiva dos resultados
possibilita ripida execucdo, e pode ser também
usada para estudos epidemiolégicos (BOMFIM et
al., 2005, RADOSTITS et al., 2002).

CONCLUSOES

A padronizacdo do ELISA-PME/Hardjo
permitiu um protocolo capaz de ter um bom
rendimento dos principais componentes da reagdo
(antigenos e conjugados) com boa resolugio.

O ELISA-PME/Hardjo mostrou ser um teste
sensivel, indicando seu uso potencial como exame
de triagem no diagndstico da leptospirose bovina.
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ABSTRACT: Leptospirosis is a zoonotic disease that causes serious health risks to animals. It is a disease of

high economic impact, therefore the correct diagnosis and surveillance are essential to control infection. The aim of this
study was to standardize and validate an indirect ELISA using outer membrane proteins (OMPs) of serovar Hardjo as the
antigen of the test (ELISA-OMP/Hardjo), using the microscopic agglutination test (MAT) as a reference. The ELISA-
OMP/Hardjo was standardized using 15 serum samples from positive animals and 15 negative in the MAT. The OMP /
Hardjo was evaluated at concentrations of 0.35 pg/pL, 0.17 pg/pL, 0.08 pg/ uL and 0.04 ug / pL. Serum samples were
tested at dilutions 1:50, 1:100, 1:500, 1:1000, and anti IgG conjugate in 1:5000 and 1:10000. The validation of the test was
performed using 218 serum samples. The standardization of ELISA-OMP/Hardjo indicated that the best protein
concentration for sensitization of the plate was 0.08 ug / uL, 1:50 dilution of primary antibody and conjugated anti-IgG
1:5000. Of the 218 samples tested in MAT, 86 (39%) were positive and 132 (61%) negative. ELISA-OMP/Hardjo already
identified 121 (55%) positive samples and 97 (45%) negative. The sensitivity was 100% and specificity 73%. Comparison
of MAT and ELISA tests showed concordance of 0.83% and Kappa of 0.68 (p <0.0001). The ELISA-OMP/Hardjo proved
to be a sensitive test, indicating its potential as a screening tool in the diagnosis of bovine leptospirosis.
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