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RESUMO

Introducio: A leptospirose ¢ uma zoonose globalmente prevalente, causada por bactérias do
género Leptospira. Prejudica humanos e animais de diferentes regides, sendo uma das
principais causas de perdas econdmicas na agricultura. A transmissdo ocorre pelo contato com
urina, agua ou solo contaminados, sendo todos os mamiferos suscetiveis. O diagnostico ¢
desafiador devido a baixa disponibilidade de testes e sintomas inespecificos. Objetivo:
Desenvolver um modelo de diagnostico alternativo mais eficiente, rdpido e economico para a
leptospirose em ovinos, substituindo o teste padrao de aglutinagdo microscopica (MAT) por
um ELISA indireto baseado na quimera recombinante Erpy-LemA como antigeno, resultando
em um teste mais sensivel e rdpido. Materiais e Métodos: A quimera recombinante foi
produzida em trabalhos anteriores conforme o deposito de patente BR10202301061. Através
do ELISA indireto foram avaliadas 259 amostras de soros ovinos, todas previamente
positivadas previamente pela MAT e correspondente a diferentes sorovares e titulagdes. Os
resultados foram submetidos a analise ROC, utilizando o software de estatistica. Resultados:
O ELISA indireto com a rErpy- LemA como antigeno apresentou excelentes resultados, nos
quais os soros ovinos com titulo equivalente a 200 apresentaram ponto de corte de 0,254 e
AUC=0,998, enquanto a sensibilidade e especificidade obtidas foram de 97,9% e 98%,
respectivamente. Os soros com titulo 100, apresentaram ponto de corte de 0,254, e
AUC=0,954, a sensibilidade e especificidade obtidas foram de 84,1% e 98,5%. Conclusdo: O
desenvolvimento do ELISA com rErpy-LemA oferece uma alternativa viavel ao MAT para
diagnostico da leptospirose em ovinos, especialmente em regides com recursos diagndsticos
limitados. Esta abordagem pode contribuir para o controle eficaz da leptospirose em areas
rurais e impactar positivamente a economia, reduzindo os prejuizos associados a doenca em
rebanhos, como no contexto brasileiro.
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1 INTRODUCAO

A leptospirose ¢ a zoonose mais comum do mundo, afeta animais domésticos e
silvestres, bem como o humano (Haji Hajikolaei et al., 2022). A maior incidéncia de casos se
concentra em regioes de climas tropicais e subtropicais. A prevaléncia dessa doenga se da em
locais onde ha falta de saneamento bdasico, e o acesso a diagnodsticos ¢ dificultado (Azocar-
Aedo, 2023).

A transmissdo ocorre pelo contato com leptospiras patogénicas presentes,
principalmente na urina de roedores, bem como, agua, leite ou solo contaminados (Caimi et
al., 2020). As leptospiras pertencem ao género Leptospira, sendo a Leptospira interrogans a
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principal espécie causadora da doenga; até o momento, foram descritos 300 sorovares
distintos deste género (ESTEVES et al., 2018).

Os sintomas classicos da fase aguda da leptospirose em animais incluem febre,
letargia, hemoglobinuria e anorexia grave (Zacarias et al., 2008). A FAO (Organizacao das
Nagdes Unidas para Alimentagdo e Agricultura) declara que o Brasil ¢ um dos maiores
produtores de carne ovina do mundo, estando dentre os dez maiores produtores mundiais,
desse modo, os impactos financeiros causados pela leptospirose sdo de grande importancia
nacional.

O Teste de Aglutinagdo Microscopica (MAT) € o teste padrao ouro, sendo referéncia
soroldgica para diagnodsticos de leptospirose (Jayasundara et al., 2021), contudo, € um método
laborioso e necessita de um elevado de recurso financeiro. Além disso, diversos estudos
relatam uma baixa sensibilidade quando comparado com outros métodos como o ELISA
indireto (Zin et al., 2019). Neste contexto, a proteina recombinante ErpY-/ike ¢ descrita como
epitopo de L. Interrogans, sorovar Pomona, demonstrou eficdcia na prote¢do de hamsters
contra infecgdes letais (Oliveira et al., 2018) e principalmente, apresentou precisao quando
utilizada como antigeno para diagnoéstico de infecgdes em modelos suinos através de ELISA
sorologico (Padilha et al., 2019). A lipoproteina LemA apesar de ndo ter sido utilizada para o
diagnostico, mostrou eficacia para o desenvolvimento de vacinas contra a leptospirose
(Hartwig et al., 2013, 2011; Oliveira et al., 2020, 2018).

Diante do exposto, o presente trabalho visou a producdo de uma tecnologia brasileira
para o diagndstico sorologico de leptospirose ovina, baseado na quimera multi-epitopos
rErpy-LemA, avaliando assim seu potencial antigénico, sendo uma alternativa benéfica tanto
para a seguranca dos manipuladores de amostras contaminadas, quanto para a economia como
um todo.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Producio da quimera recombinante (rErpy-LemA)
A expressdo foi realizada previamente conforme o depdsito de patente
(BR10202301061).

2.2 Amostras de soro

Um total de 259 amostras de soro ovino foram avaliadas, todas previamente testadas
por MAT, com titulagdo e sorovares determinados. Destas amostras, 66 soros eram negativos
e 193 positivos para leptospirose, sendo 145 amostras com titulos de 1:100 e 48 com titulos
de 1:200. Além disso, todos os 193 soros positivos tiveram a pré-determinacao de sorovares
por MAT, totalizando 15 referenciados nas amostras avaliadas, sendo Australis, Autumnalis,
Castelloni, Celledoni,  Grippotyphosa, Hardjo, Hardjo = Norma, Hebdomadis,
Icterohaemorrhagiae, Javanica, Panama, Pomona, Sejroe, Shermani e Wolff.

2.3 ELISA indireto

Com o objetivo de avaliar o potencial da quimera recombinante rErpy-LemA para o
diagnostico da leptospirose em ovinos, bem como a eficacia no reconhecimento de diferentes
sorovares, todos os soros de animais naturalmente infectados com diferentes sorovares de
Leptospira spp. foram avaliados. Para isso, placas de poliestireno de 96 pogos (Nunc,
Polysorp — Thermo Scientific, Waltham, MA) foram sensibilizadas com 200 ng de proteina,
diluidas em tampao carbonato- bicarbonato pH 9,6 (100 uL por pogo) e armazenadas durante
a noite a 4°C. Posteriormente, as placas foram bloqueadas com uma solu¢do (PBS 1x, 5% de
leite em po) por 90 minutos, sendo entdo os soros adicionados (diluidos 1:100 em solugdo de
PBS 1%, pH 7,4) e mantidos durante a noite a 4°C. Para detec¢ao do complexo antigeno-
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anticorpo formado, foram utilizados anticorpos anti-IgG ovino conjugados a peroxidase
(Sigma-Aldrich, EUA) na dilui¢do de 1:6.000 e incubados por 1 hora a 37°C. Entre todas as
etapas, as placas foram lavadas 3 vezes com PBS 1x. As reagdes foram reveladas com uma
solucao de substrato/cromogeno contendo o-fenilenodiamina (0,4 mg/mL em tampao citrato
0,1 M, pH 4,0) e 0,03% de H202 por 20 minutos, sendo entdo a reacdo interrompida com
solucao de acido sulftrico H2SO4 2N. Como controle de qualidade, todas as placas tiveram
um controle negativo e positivo. Além disso, os testes foram realizados em duplicata e em
diferentes dias, evitando resultados erroneos. As densidades opticas (OD) foram medidas a
492 nm utilizando um leitor de placas VICTORTM X5 Multilabel (Perkin Elmer, EUA).

2.4 Analises estatisticas

As analises estatisticas para determinar o ponto de corte, sensibilidade, especificidade
e curva ROC (AUC) foram realizadas usando o software estatistico MedCalc (versao 8.0.0.0).
Para avaliar a resposta do teste em relagdo aos sorovares, o ponto de corte obtido foi analisado
e comparado com a absorbancia de cada amostra, permitindo a identificagdo de sorovares
reativos ou nao reativos.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A utilizacdo da quimera recombinante, ErpY-LemA, como antigeno em um ensaio
ELISA, para avaliagdo de soros ovinos previamente avaliados pela MAT, apresentou
resultados promissores. Quando avaliamos os soros ovinos com titulagdo equivalente a 200, o
cut-off estabelecido foi de 0,254 e AUC= 0,998, assim a sensibilidade e especificidade
obtidas foram de 97,9% e 98%, respectivamente. Os soros com titulos iguais a 100,
apresentaram uma leve queda em relacdo a sensibilidade, alcangando 84,1%, enquanto a
especificidade permaneceu em 98,5%, com uma AUC= 0,954 ¢ um cut-off de 0,254 ( Fig.1).
Além disso, a identificagdo dos sorovares correspondentes em amostras de ovinos indica
grande aplicabilidade desses antigenos no reconhecimento de diferentes cepas de Leptospira
spp., ressaltando a importancia da diversidade soroldgica na epidemiologia dessa doenca
(Caimi et al., 2020).

Esses resultados sdo inovadores, pois a busca por um diagnostico em ovinos nao € um
tema recorrente e isto se deve principalmente a reduzida suscetibilidade dos ovinos a
leptospirose, quando comparada a outros animais (MELO et al., 2010). No entanto, a infec¢ao
¢ comum, ¢ muitas vezes esses animais atuam como hospedeiros assintomaticos e portadores,
sendo uma caracteristica preocupante, pois facilita a transmissao da doenga para individuos
que tenham um contato direto, como fazendeiros e veterinarios (AGUIAR et al., 2020). E
crucial destacar que, apesar da leptospirose ovina ser relacionada, principalmente, como uma
questdo econdmica, ¢ também um problema de satde publica. Assim, medidas eficazes para
prevenir e controlar a leptospirose ovina ndo sao apenas restritas a proteger a saude animal e
os interesses econdmicos, mas também proteger a saide humana.

Figura 1: Diagrama e Curva ROC das amostras de ovinos avaliadas, demonstrando a
sensibilidade, especificidade, ponto de corte e AUC do teste sorologico ELISA. 5- Amostras
com titulos iguais a 200. 6-Amostras com titulos iguais a 100. A- Curva ROC; B- Diagrama

comparativo, onde 0 sdo soros verdadeiramente negativos € 1 sdo soros variantes positivos.
(P<0,001).
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4 CONCLUSAO

A leptospirose representa um desafio significativo, principalmente em regides
tropicais e subtropicais, devido a falta de saneamento basico e recursos para um diagnodstico e
tratamento adequado. A prevaléncia da doenca afeta ndo apenas a satde publica, mas também
gera grandes impactos financeiros, especialmente em paises com grandes setores agricolas,
como o Brasil. A busca por métodos diagndsticos mais eficazes, como o desenvolvimento de
um ELISA utilizando a quimera recombinante rErpy-LemA, representa uma promissora
alternativa ao teste de aglutinagdo microscopica (MAT) tradicional. Os resultados obtidos
demonstram uma sensibilidade e especificidade elevadas, destacando o potencial desse
antigeno na detec¢do de diferentes sorovares de Leptospira spp. em ovinos.
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