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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Carolina Lessa Aquino

A leptospirose é uma doenga zoonotica causada por bactérias do género Leptospira sp. A
auséncia de um teste diagnostico rapido e confiavel dificulta o diagndstico precoce e 0 acesso
ao impacto da leptospirose na salde publica. O Teste de Microaglutinacdo, considerado
padrdo-ouro pela Organizacdo Mundial de Salde, é realizado em poucos laboratérios de
referéncia no mundo e, apesar de altamente especifico, apresenta baixa sensibilidade na fase
inicial da doenca. O objetivo do presente estudo foi identificar novos alvos proteicos a serem
empregados como marcadores diagndsticos para leptospirose. Para tal, foi construido um
microarranjo de proteinas compreendendo 61% do genoma codificante de Leptospira
interrogans sorovar Copenhageni e investigou-se a resposta por anticorpos IgG de 274
individuos, sendo 80 pacientes em fase aguda da doenga, 80 em fase convalescente e 114
individuos saudaveis provenientes de area com transmissdo endémica e ndo endémica para
doenca. Foram encontrados 16 antigenos capazes de identificar casos agudos de leptospirose e
18 capazes identificar casos convalescentes. Entre estes, antigenos como LipL32 e 0s
dominios das proteinas Lig ja foram previamente descritos como sendo reconhecidos por
soros de pacientes humanos, atuando como prova de conceito para a plataforma de
microarranjo proteico. Novos antigenos também foram identificados no estudo, como a
proteina hipotética LIC10215, que mostrou alta acuracia na identificagdo de casos agudos e
convalescentes de leptospirose. Os antigenos imunodominantes identificados demonstram
potencial uso no desenvolvimento de novos ensaios diagnosticos e no melhoramento dos
testes diagnosticos disponiveis no mercado. Estudos complementares serdo realizados para
avaliar o desempenho desses antigenos nos formatos de ELISA e/ou de teste rapido.
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ABSTRACT

DISSERTACAQ DE MESTRADO

Carolina Lessa Aquino

Leptospirosis is a zoonotic disease caused by bacteria of the genus Leptospira sp. The lack of
a rapid and reliable point-of-care diagnostic test is a major barrier not only to assess the global
burden of the disease but also to provide an early diagnosis. Despite the high specificity of the
microaglutination test, which is the gold standard test for diagnosing leptospirosis according
to the World Health Organization, it presents low sensitivity and is performed in few
reference laboratories worldwide. Therefore, the aim of this work was to identify new protein
targets to be used as diagnostic markers for leptospirosis. Accordingly, we developed a
protein microarray chip comprising 61% of the Leptospira interrogans serovar Copenhageni
coding genome and investigated the IgG response of 274 individuals, including 80
convalescent- and 80 acute-phase patients and 114 healthy individuals from areas with
endemic and non-endemic transmission of the disease. We found 16 antigens that identified
acute leptospirosis cases and 18 antigens that identified convalescent cases. Among these
antigens are LipL32 and the unique domains of the Lig proteins, which have already been
described as seroreactive antigens among leptospirosis patients, thus acting as a proof-of-
concept for the protein microarray platform. Novel antigens were also identified in this study,
such as the hypothetical protein LIC10215, that showed high diagnostic accuracy for both
acute and convalescent cases. The imunodominant antigens identified here are potential
candidates for the development of new diagnostic assays as well as for the improvement of
currently available tests. Further studies are needed to evaluate their performance in ELISA
and rapid test platforms.
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1. INTRODUCAO

I.a) Classificacdo e biologia do micro-organismo

O género Leptospira pertence ao filo Spirochaetes e inclui espécies saprofiticas
e patogénicas. Espécies saprofiticas, como Leptospira biflexa, sdo organismos de vida
livre encontrados no solo e na agua e, diferentemente das espécies patogénicas, nao
infectam hospedeiros animais (1, 2). A classificacdo das espécies empregada atualmente
baseia-se na relagdo genética e indica a existéncia de pelo menos 19 espécies de
leptospira: 13 patogénicas e 6 saprofiticas. Sete das espécies patogénicas constituem 0s
principais agentes da leptospirose humana e animal, sdo elas: L. interrogans, L.

borgpetersenii, L. santarosai, L. noguchii, L. weilli, L. kirschneri and L. alexanderi (2).

As espécies reconhecidas atualmente sdo categorizadas em 24 sorogrupos e mais
de 200 sorovares. Tal classificacdo leva em consideracdo a heterogeneidade estrutural
do carboidrato do lipopolissacarideo (LPS). As diferencas estruturais no carboidrato A
do LPS determina a diversidade antigénica entre os inimeros grupos de sorovar e
sorovares contendo determinantes antigénicos semelhantes séo classificados em um
mesmo sorogrupo (2). Embora os sorogrupos ndo apresentem relagdo taxondmica, sao
extremamente Uteis para o entendimento de aspectos epidemioldgicos da leptospirose
(2, 3).

As leptospiras sdo bactérias delgadas (6 a 20 um de extensdo por 0,15 um de
didmetro), que compartilham caracteristicas de bactérias Gram negativas — como
presenca de membrana externa, espaco periplasmatico e LPS — e de bactérias Gram
positivas — como associacdo da membrana citoplasmatica a uma espessa camada de
peptidoglicano (2-5). Sdo micro-organismos aerdbios estritos, com crescimento lento e
6timo a 30°C e que apresentam intensa motilidade através da acdo de 2 flagelos, um em
cada extremidade da bactéria, os quais permitem 3 diferentes tipos de movimento:
progressivo, circular e ao redor do eixo central (3, 5). Podem ser diferenciadas de outras
espiroquetas através da sua morfologia caracteristica, com extremidade em forma de

gancho ou ponto de interrogagéo (1-4).

Leptospiras séo filogeneticamente relacionadas a outras espiroquetas. Em geral,

0 genoma compreende aproximadamente 5 Mb divididos em 2 cromossomos circulares,



um maior, com aproximadamente 4.4 Mb, e um menor, com aproximadamente 350 kb.
Plasmideos ndo foram reportados (4). Trata-se de um genoma relativamente extenso
comparado a outras espiroguetas como Treponema spp. e Borrelia spp., indicando a
habilidade das leptospiras em viverem em condi¢Oes ambientais e hospedeiros diversos,
como dentro do hospedeiro animal e livre no ambiente (5). No caso da cepa empregada
nesse estudo, Leptospira interrogans sorovar Copenhageni linhagem Fiocruz L1-130, o
genoma foi sequenciado e anotado pelo nosso grupo (6), evidenciando um cromossomo
maior, com aproximadamente 4,3 Mb e 3399 sequéncias codificantes (CDS, do inglés,
“coding sequences™) e 0 cromossomo menor, com aproximadamente 350 kb com 268
CDSs.

I.b) Patogenia e imunidade do hospedeiro

A leptospira penetra na pele lesionada ou nas membranas mucosas dos olhos,
nariz e garganta e rapidamente estabelece uma infeccdo sistémica, superando as
barreiras teciduais e disseminando-se por via hematogénica (1, 2, 5). Sdo organismos
extracelulares, aerobios obrigatorios (1, 2, 5). O processo pelo qual as leptospiras
penetram na célula do hospedeiro ainda ndo é bem compreendido, porém a observacéo
de leptospiras no citoplasma e nos compartimentos fagociticos sugere que a entrada na
célula hospedeira e a rapida translocacdo sejam possiveis mecanismos de disseminacédo
até os drgdos alvos e de evasdo da resposta imune (1, 2, 5). A presenca de motilidade,
quimiotaxia e determinantes de viruléncia como proteinas de superficie e de secrecdo e
LPS, j& foram caracterizados e estdo relacionados a entrada de leptospiras patogénicas

no tecido hospedeiro durante infeccédo e a colonizacgéo (5, 7).

Diversos candidatos a fatores de viruléncia ja foram identificados, com
potencial contribuicdo para a patogénese da infeccdo e doenca. Preparados de LPS
exibiram atividade bioldgica em ensaios para endotoxina, porém a toxicidade do LPS de
leptospira € inferior a de outras bacterias Gram negativas (2, 3). A adeséo de leptospiras
a componentes do tecido hospedeiro e a componentes da matriz extracelular € tida como
uma etapa inicial necessaria a infeccdo e a patogénese (2, 3). Tal etapa é provavelmente
necesséria para as leptospiras penetrarem, disseminarem e persistirem nos tecidos do
hospedeiro. Além disso, as leptospiras possuem a habilidade de atravessar os tecidos
hospedeiros. O genoma desses organismos codifica uma grande variedade de

hemolisinas e proteases que provavelmente facilitam esse processo (1, 7). E importante
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destacar que a capacidade de hemolisinas em lisar eritrocitos e outras membranas

celulares faz dessa classe de proteinas um dos potenciais fatores de viruléncia (2).

Os fatores de viruléncia identificados até o momento, com demonstracao
experimental, sdo primariamente proteinas de superficie, as quais provavelmente estéo
relacionadas a interacdo entre a bactéria e os tecidos do hospedeiro (1, 2, 8). De fato,
leptospiras patogénicas expressam um grande numero de proteinas que sdo pelo menos
parcialmente expostas na superficie e que reconhecem moléculas da matriz extracelular,
incluindo, entre outras, as proteinas LigA e LigB (do inglés, “Leptospiral
ImmunoGlobulin-like™), Loa22 e LipL32 (1, 2). Essas proteinas encontram-se expostas
na superficie bacteriana, ligam-se a componentes da matriz extracelular do hospedeiro e
sdo reconhecidas por soro de pacientes humanos com leptospirose. Sdo proteinas
presentes exclusivamente em espécies patogénicas de leptospira, & excecdo de Loa22
que, embora possua um gene ortdlogo na espécie saprofitica L. biflexa, este possui um
perfil de expressdo diferenciado em leptospiras patogénicas (1, 2). A LipL32 é a
proteina de superficie mais abundante na célula bacteriana, correspondendo a 75% do
conjunto de proteinas de superficie do patdgeno e sendo altamente conservada entre as
espécies patogénicas (1, 2). As proteinas Lig, por sua vez, contém 12 a 13 dominios
imunoglobulina-simile repetidos in tandem (9) e também possuem alto grau de
conservacao entre as espécies. Seus genes correspondentes encontram-se regulados
positivamente quando a bactéria € cultivada em condic@es fisioldgicas de osmolaridade
(10), reforcando sua potencial acdo como determinante da viruléncia durante a infec¢do

natural.

O mecanismo de resisténcia na infeccdo natural por leptospira é mediado
principalmente pela resposta imune humoral, sendo essa resposta 0 mecanismo primario
de imunidade na leptospirose (1-3). Essa evidéncia é observada atravées da presenca de
anticorpos das classes IgM e IgG no soro de pacientes que convalesceram de formas

graves da doenca até 6 anos apds a infec¢éo inicial (2).

O sistema imune inato constitui a primeira linha de defesa do hospedeiro,
desempenhando papel crucial no reconhecimento e eliminacdo de leptospiras. Duas
familias principais de receptores desempenham papel decisivo no reconhecimento do
patogeno pelo sistema imune inato hospedeiro: os receptores semelhantes ao Toll (TLR,
do inglés “Toll-like receptor) e os receptores semelhantes ao Nod (NLR, do inglés Nod-

like receptor) (2, 3). Em geral, LPS de bactérias Gram negativas sdo capazes de ativar
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TLR4, resultando em uma resposta pro-inflamatéria mediada por citocinas e
quimiocinas. Porém, o LPS de leptospira ativa macrofagos humanos através de TLR2
ao invés de TLR4. Esse reconhecimento diferenciado € atribuido a composicédo
incomum do lipideo A e pode ser uma estratégia da bactéria patogénica para evitar a
ativacdo adequada de células do sistema imune, contribuindo para o estabelecimento da

infeccdo em humanos (3, 7).

Como as leptospiras sdo micro-organismos extracelulares, a imunidade
adquirida depende da producdo de anticorpos e da ativacdo da via classica do sistema
complemento. A producdo de anticorpos € importante na fagocitose da bactéria por
neutrofilos e macrofagos. A fagocitose € efetiva somente quando o patdégeno encontra-
se opsonizado por anticorpos 1gG especificos, sugerindo que o envelope externo das
leptospiras possui um componente antifagocitico (1, 3). Tais anticorpos podem, ainda,
aglutinar bactérias e ativar a via classica do sistema complemento. A ativacdo do
sistema complemento € um dos mecanismos efetores mais importantes durante as
primeiras horas de infeccdo e as opsoninas geradas apds ativacao desse sistema podem

também intensificar o processo de fagocitose pelas células do sistema imune inato (3).

Assim como ocorre para outras bactérias Gram negativas, 0s anticorpos
produzidos durante a infeccdo por leptospira sdo aglutinantes e direcionados
principalmente contra o LPS bacteriano (1-3). Tal fato pode ser evidenciado pela
relacdo entre protecdo e os niveis de anticorpos anti-LPS na transferéncia de imunidade
passiva através de soro hiperimune ou de anticorpos monoclonais. Entretanto, a
imunidade anti-LPS € limitada aos sorovares homologos ou intimamente relacionados e
ndo se sabe se a resposta por anticorpos contra outros antigenos além do LPS também

conferem protecdo (1, 3, 4).

As leptospiras virulentas, apesar de serem patdgenos extracelulares, sdo micro-
organismos com grande capacidade invasiva e de adesdo, penetrando na célula
hospedeira mais eficientemente do que as cepas ndo virulentas ou nao patogénicas.
Além disso, elas podem escapar do fagolisossomo para o citosol de macréfagos
humanos, comportamento classico de patégenos intracelulares (1, 3).
Consequentemente, peptideos bacterianos podem ser apresentados via MHC de classe |
para linfocitos T CD8. De fato, linfocitos T CD8 especificos para peptideos derivados
de LigA foram identificados em humanos. No entanto, o papel da imunidade celular na

leptospirose permanece pouco compreendido (3, 7).
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I.c) Aspectos epidemioldgicos

A leptospirose é possivelmente a zoonose de mais ampla distribuicdo ao redor
do mundo (4). A infeccdo por cepas patogénicas de leptospira geralmente ocorre através
do contato direto ou indireto com a urina de animais infectados, sendo o contato indireto
geralmente através de agua ou solo contaminados, onde a bactéria pode sobreviver por
semanas e até meses (1, 4, 5, 8). Agregados celulares e formacgéo de biofilme podem
contribuir para sua sobrevivéncia no ambiente, fora do organismo hospedeiro (1).
ContaminacGes no suprimento de &gua e inalacdo de aerossois contaminados podem
resultar em infecgdo através das membranas mucosas do trato respiratério superior. Em

casos raros, a infeccdo pode ser causada por mordida de animais (4).

A incidéncia de leptospirose é significativamente maior em paises com clima
tropical do que em paises com clima temperado, devido ao fato de a bactéria sobreviver
por periodos mais longos em ambientes com temperatura e umidade mais elevadas. A
doenca é sazonal, com pico de incidéncia ocorrendo no verdo ou no outono, nas regides
temperadas — onde a temperatura € um fator limitante para o patdégeno — e durante a

estacdo das chuvas, nas regides tropicais (4).

A infeccdo humana pode ocorrer através da exposicdo recreativa ou
ocupacional. A exposi¢do recreativa esta associada principalmente a pratica de esportes
aquaticos e viagens a areas de risco (4, 8, 11). A exposicdo ocupacional é um fator de
risco significativo para humanos. O contato indireto com animais € importante para
trabalhadores da rede de esgoto, mineradores e limpadores de caixas-d’agua, por
exemplo. J& o contato direto se destaca como responsavel pela maior parte das infec¢des

em fazendeiros, veterinarios, trabalhadores de controle de roedores, entre outros (4).

Quase todos os mamiferos podem ser portadores de leptospira, carreando a
espiroqueta nos tdbulos renais proximais e eliminando-as na urina (4, 5, 8). O
componente essencial do ciclo de vida das cepas patogénicas de leptospira € a
habilidade de estabelecerem o estado persistente de portador nos animais reservatorios.
Os ratos constituem o reservatorio principal na leptospirose humana, excretando altas
concentragOes da bactéria até meses apds a infeccdo inicial (7). Neles, as leptospiras
podem causar infeccdo sistémica mas sdo, em seguida, eliminadas de todos os 6rgaos,
com excecao dos tubulos renais, que sdo um sitio imunoprivilegiado, caracteristica essa

que contribui para o alto grau de persisténcia do patdgeno (1).



Humanos, por outro lado, sdo considerados hospedeiros acidentais,
desenvolvendo sinais e sintomas de leptospirose aguda e, algumas vezes, formas fatais
da doenca (3, 4). No entanto, ndo desenvolvem o estado de carreador necessario a
transmissdo. Raramente ocorre a transmissdo direta entre humanos, porém, embora a
excrecdo de leptospiras na urina humana tenha sido detectada meses apds a recuperacao

do paciente. Acredita-se que o baixo pH reduza a sobrevivéncia da bactéria excretada
(4).

A transmissdo da leptospirose requer circulagdo continua do patégeno entre os
animais reservatorios que, por esse motivo, sdo comumente chamados de hospedeiros
de manutencdo (1), ou seja, espécie na qual a infeccdo é endémica e geralmente
transferida de animal para animal por contato direto. Os animais podem atuar como
hospedeiros de manutencdo para determinados sorovares e como hospedeiros acidentais
para outros sorovares, podendo, nesse Ultimo caso, desenvolver leptospirose grave e até

mesmo fatal (4).

Alguns sorovares de leptospira demonstram preferéncias especificas por
determinados hospedeiros. E o caso, por exemplo, das cepas do sorogrupo
Icterohaemorragiae, que colonizam preferencialmente ratos (Rattus norvegicus) e das
bactérias do sorogrupo Ballum, que colonizam preferencialmente camundongos (Mus
musculus). Além disso, os diferentes sorovares, em geral, ndo causam doenca nos
reservatorios aos quais estdo altamente adaptados (1, 5). O conhecimento da prevaléncia
de sorovares e seus hospedeiros de manutencdo é essencial para o entendimento da

epidemiologia da leptospirose em uma determinada regiao (4).

Trés padrdes epidemioldgicos distintos foram definidos para leptospirose (4). O
primeiro ocorre nos paises de clima temperado e envolve poucos sorovares de
leptospira. A infeccdo humana quase que invariavelmente ocorre pelo contato direto
com animais infectados e, nesse caso, o0 controle por imunizagdo dos animais e/ou
humanos seria potencialmente possivel. O segundo perfil epidemioldgico ocorre em
areas tropicais, com a circulacdo simultanea de inumeros sorovares e a infeccdo humana
e animal relacionada a um maior numero de animais reservatdrios, incluindo roedores,
gado e cdes. A exposicdo humana ndo é limitada por atividades ocupacionais mas sim,
resultante da contaminacdo ambiental, particularmente durante a temporada de chuvas.
Nesse caso, 0 controle da populacdo de roedores, drenagem das areas de inundacdo e

higiene ocupacional sdo necessarios para prevencdo da leptospirose humana. Essa
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categoria inclui, ainda, os surtos causados por desastres naturais, como enchentes e
furacBes. Na terceira configuracdo epidemiologica, a doenca € causada principalmente
por roedores no ambiente urbano. Embora esse perfil seja de menor importancia na
maior parte do mundo, é potencialmente importante quando a infraestutura urbana é
precaria. Por esse motivo, tal tipo de infeccdo raramente é visto em paises
desenvolvidos, mas é muito comum em areas onde ha altas concentra¢des de favelas em

paises em desenvolvimento, como o Brasil (4).

I.d) Manifestacdes clinicas e impacto na saude publica

A leptospirose pode apresentar uma enorme variedade de manifestacfes
clinicas, sendo a severidade dependente da amostra do micro-organismo — como a
espécie, sorovar envolvido e tamanho do indculo — e de caracteristicas do hospedeiro -
como idade, saude e situacdo imunoldgica. A infeccdo produz um largo espectro de
manifestacdes clinicas, de uma doenca febril auto-limitada a doenca de Weil, a forma
grave classica da leptospirose. O aparecimento da doenca no homem pode variar de 1
dia a 4 semanas ap0s exposicdo ao patdgeno e, em sobreviventes, a infeccdo pode

persistir por meses (3-5, 12).

A apresentacdo clinica da leptospirose costuma ser bifasica, com uma fase
aguda septicémica que dura aproximadamente uma semana, seguida de uma fase imune,
que é caracterizada pela producdo de anticorpos e excrecdo da bactéria pela urina e
desaparecimento dos sintomas (3-5, 7, 12). A maior parte das complicag¢Ges, no entanto,
estd associada a localizacdo do micro-organismo nos tecidos durante a fase imune e,

portanto, ocorrem geralmente durante a segunda semana da infeccéo (4).

Os sintomas incluem dor de cabeca, calafrios, ndusea e vomitos, mialgia e,
menos comumente, “rash” cutaneo. No entanto, muitos dos casos documentados s&o
brandos e autolimitados, sendo dificil o diagnostico clinico diferencial com outras
doencas infecciosas. A Sindrome de Weil, forma mais severa da doenca, € caracterizada
por complicacBes sistémicas em varios 6rgdos simultaneamente, incluindo ictericia,
meningite, hemorragias, disfungdo hepética e renal e colapso cardiovascular. Dano
vascular e lesdes endoteliais foram observados em todos os 6rgéos afetados (2). Outra
complicacdo € a Sindrome Pulmonar Hemorragica, que foi associada a leptospirose em

um surto na Nicaragua em 1995 e, desde entdo, vem sendo descrita como complicagédo



grave da leptospirose e importante causa de febre hemorragica em vérias regides do
mundo (13-16). A letalidade da Sindrome de Weil varia entre 5% e 15% e da Sindrome

Pulmonar Hemorragica € maior do que 50% (5, 15).

A leptospirose tem um impacto significativo na satde publica, particularmente
nos paises da Asia e Américas e possivelmente nos paises da Africa. Estimativas
recentes indicam que ha mais de 500.000 casos de leptospirose por ano ao redor do
mundo (11). No Brasil, 1194 casos confirmados de leptospirose foram registrados entre
0s meses de janeiro e maio de 2012, distribuidos pelas 5 regides do pais nas seguintes
proporcdes: norte (184 casos), nordeste (90 casos), sudeste (536 casos), sul (367 casos)
e centro-oeste (17 casos) (17). Estes numeros, porém, subestimam significativamente o
impacto global da doenca, ja que a maioria dos casos reportados € relativa a
manifestacdes graves da doencga, pois a notificacdo é baseada na identificagdo de casos
graves. Além disso, a leptospirose € comumente confundida com outras doencas febris
de origem infecciosa devido ao amplo espectro de sinais e sintomas inespecificos e ao
fato de poucos laboratérios no mundo estarem capacitados para realizar os testes

diagnosticos padronizados (8, 11).

Estudos ndo publicados pelo nosso grupo em Salvador/BA, Brasil, encontrou
que 151 infecg¢Bes ocorrem na comunidade para cada caso hospitalizado identificado por
vigilancia ativa. Estudos na Tailandia mostraram que a leptospirose pode representar até
20% dos casos de doenca febril aguda de origem desconhecida (18). Portanto, é preciso
considerar que o0 impacto total da leptospirose € significativamente maior que o indicado

por estimativas baseadas em vigilancia passiva.

Atualmente, a leptospirose é vista como uma doenca emergente e vem tornando-
se uma ameaca a saude publica em paises desenvolvidos. Atividades recreativas, como
natacdo, esportes aquéticos e viagens, tornaram-se as exposi¢des de risco predominantes
(4, 8, 11, 19). Com o aumento da globalizacdo, a doenga emergiu como um importante
problema de saude relacionado a viagens. Além disso, o Painel Intergovernamental
sobre as Alteracbes Climaticas sugeriu que muitas regifes estdo susceptiveis a
enchentes mais fortes e frequentes devido as mudancas climaticas que vém ocorrendo

como consequéncia do aquecimento global (11).

A leptospirose € uma doenca negligenciada (20), o que faz com que 0 seu maior
impacto ocorra nas populacdes mais pobres de paises em desenvolvimento.

Tradicionalmente, a leptospirose € a principal causa de mortalidade e morbidade entre
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agricultores rurais de subsisténcia (8, 11) e vem emergindo como um problema de saude
urbana. Atualmente, 1 bilhdo de pessoas reside em favelas (21), onde a falta de
saneamento basico produziu condic¢des para transmissdo a partir dos ratos (22). Estima-
se que a populacdo residente em favelas duplique nos préximos 25 anos (21). Com o
crescimento da populacdo dos grandes centros urbanos, que é marginalizada e nédo
possui acesso a servicos basicos de saude e saneamento, é esperado que a leptospirose

seja um problema de saude global de importancia crescente no futuro (11).

l.e) Vacina e diagnostico para leptospirose

A prioridade para a saude publica é a prevencdo dos desfechos graves de
leptospirose. Tal prevencdo pode ser alcancada, em teoria, pela erradicacdo das fontes
de transmissdo ambiental, pelo controle de animais reservatorios, por vacinagdo e pelo
diagndstico precoce. No entanto, apesar dos esforcos, ndo existe, até o presente, uma
prevencdo efetiva para a leptospirose.

Em paises onde ha vacinas disponiveis, a imunizacdo deve ser considerada
qguando h& um problema significativo de saude publica (8, 23). Contudo, as vacinas
fornecem protecdo sorovar-especifica, de modo que é necesséria a combinacdo de
inimeros antigenos representando os sorovares circulantes na populagdo a ser
imunizada (4, 7, 8, 23). Atualmente, ndo ha uma vacina humana eficaz conta
leptospirose, mas vacinas baseadas em preparacdes do patdgeno inativado por calor ou
formol s@o empregadas ha anos na vacinacdo de animais domésticos (4), prevenindo o
desenvolvimento da doenca no animal, mas sem efeito sobre o estado de carreador renal
(1, 23). Os efeitos adversos associados a essas vacinas limitam seu uso humano. No
entanto, vacinas humanas foram licenciadas e sdo administradas atualmente na China,

em Cuba e na Franca (3).

Em geral, as vacinas disponiveis atualmente apresentam sucesso limitado,
produzindo imunidade incompleta de curta duragéo (4, 7, 8) e ndo conferem protecédo
cruzada aos sorovares que nao estejam incluidos na formulacéo vacinal. Sabe-se que a
imunidade sorovar-especifica esta relacionada ao LPS e que extratos proteicos, por sua
vez, podem induzir protecbes homdloga e heterdloga, o que faz com que as proteinas do
patdgeno sejam alvos mais apropriados para o desenvolvimento de uma vacina capaz de

induzir imunidade cruzada (7). Muitas proteinas de membrana externa e lipoproteinas



foram identificadas. Porém, o desenvolvimento de vacinas recombinantes foi
demonstrado apenas com certas proteinas de membrana externa, como LipL32, OmpL1,
LipL41, LigA e LigB (1, 7). Em geral, a eficicia de tais candidatos vacinais é
relativamente baixa em modelos animais e a necessidade de uma vacina para auxiliar no

controle da leptospirose ainda persiste.

Atualmente, a principal barreira para o controle dos desfechos graves da
leptospirose é a falta de um teste diagnostico adequado (7). A terapia antimicrobiana,
quando administrada aos pacientes precocemente, pode prevenir a progressdo da doenca
e a alta mortalidade (10-50%) (8, 24). Embora a doenca tardia grave possa ser
reconhecida pelas manifestacdes classicas da leptospirose, a identificacdo de casos é
dificultada devido a sua apresentacdo ndo especifica nas fases iniciais (5, 8), de modo
que a leptospirose é frequentemente confundida com outras causas de doenca febril
aguda. O diagndstico equivocado tem se tornado ainda mais critico em regides onde ha
transmissdao endémica dessas doencas infecciosas com manifestacfes clinicas
semelhantes a leptospirose, como a dengue, por exemplo. Por esse motivo, a
identificacdo de casos €, portanto, dependente da anamnese do paciente e do alto grau
de suspeita clinica pelos médicos, sendo necessario, para o diagndstico precoce, um
teste laboratorial que possa ser usado nas unidades primarias de saude.

Em teoria, a leptospirose pode ser diagnosticada pelo exame direto do sangue
durante a primeira semana ap6s o0 aparecimento dos sintomas, quando ha leptospiremia.
Devido ao seu pequeno tamanho, a observacdo direta de leptospiras é possivel apenas
por microscopia de campo escuro ou por imunofluorescéncia (4, 12). Cem a 1 milh&o de
bactérias/mL de sangue podem ser observadas durante a fase aguda da doenca, porém o
limite de detecgdo do exame direto é aproximadamente 10* bactérias/mL de sangue (4,
12). Embora um microscépio de campo escuro seja necessario, o exame direto é um
método barato, porém o risco de resultados falso-positivos devido a presenca de debris
celulares, fibrinas ou outros artefatos deve ser considerado (4, 12). A observacéo direta

apresenta, portanto, baixa sensibilidade e especificidade (4, 7).

Na maior parte dos casos, a leptospirose é diagnosticada por sorologia pois, em
geral, anticorpos podem ser detectados no sangue em aproximadamente 5 a 7 dias apds
0 aparecimento dos sintomas (3, 5, 8). O teste de microaglutinacéo in vitro (MAT) € o
teste sorologico mais empregado atualmente e consiste na reacdo do soro do paciente

com um painel de suspensfes de leptospira vivas de diferentes sorovares (4, 7, 12).
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Ap0s incubacdo, as misturas soro-antigeno sdo examinadas microscopicamente quanto a
presenca de aglutinacéo e os titulos sdo determinados atraves de dilui¢cdes seriadas da
amostra de soro (4, 23). O espectro de antigenos deve incluir sorovares representativos
de todos os sorogrupos, além de todos os sorovares circulantes localmente. A
interpretacdo do resultado, porém, é subjetiva, pois varia com o técnico que estd
desempenhando o teste e, por esse motivo, requer treinamento e pessoas especializadas.
Além disso, o crescimento lento do micro-organismo dificulta o teste, que é demorado
principalmente quando o painel de leptospiras é extenso (5, 11, 12). O MAT tem a
vantagem de ser altamente especifico para os sorovares, embora reatividade cruzada
possa ocorrer entre os diferentes sorogrupos, especialmente em amostras de fase aguda.
Por outro lado, a sensibilidade do MAT nas amostras de fase aguda é baixa, sendo
necessarias amostras pareadas de soro para um diagndstico definitivo. Entretanto,
pacientes com leptospirose fulminante podem morrer antes da soroconversdo. O MAT
também é o teste mais apropriado para se empregar em inquéritos soroldgicos, ja que
pode ser aplicado ao soro de muitas espécies animais e 0 espectro de antigenos usado

pode ser expandido ou reduzido de acordo com a necessidade (4, 5).

Métodos soroldgicos convencionais, como ensaios imunoenzimaticos no
formato ELISA, sdo amplamente empregados no diagnostico da leptospirose.
Anticorpos IgM anti-leptospira podem ser detectados 4 a 5 dias apds o aparecimento
dos sintomas - antes da deteccao de 1gG e de anticorpos aglutinantes - e persistem por
pelo menos 5 meses nos pacientes (4, 12). Inumeros ELISAs para deteccdo de IgM
estdo disponiveis no mercado e baseiam-se na detec¢do de anticorpos contra o extrato
total da bactéria. Geralmente, a cepa saprofitica L. biflexa compartilha muitos antigenos
de superficie com cepas patogénicas e, por esse motivo, o fundo de reatividade desses
testes pode ser alto. A especificidade e sensibilidade desses testes sdo bastante variveis,
dependendo da populagdo estudada e da exposicdo prévia a cepas patogénicas ou
saprofiticas de leptospira (8, 12). Outro fator que pode influenciar esses resultados
diversos é o fato de a definicdo de casos ser realizada usando o MAT como teste de

referéncia (12).

Muitos outros testes podem ser usados para detec¢do de anticorpos especificos,
incluindo testes de macro-aglutinacdo, fixacdo de complemento, hemaglutinacédo, entre
outros. Embora alguns estejam atualmente disponiveis no mercado, apresentam baixa

sensibilidade ou especificidade. Mais recentemente, testes imuno-cromatogréficos de
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fluxo lateral vem sendo desenvolvidos em vérios laboratérios e podem ser usados nas
unidades de atendimento primarias de salde com apenas uma gota de sangue e resultado
disponivel em 10 minutos. Tais testes consistem na migracdo do complexo antigeno-
anticorpo por capilaridade em membranas cobertas com extrato total da bactéria ou
proteinas recombinantes. O anticorpo capturado € visualizado colorimetricamente
através de proteina A conjugada a ouro coloidal (12, 25). Tais testes, em geral,
apresentam desempenho caracteristico de outros ensaios com baixa sensibilidade na fase

inicial da doenca (8).

Dentre 0os métodos moleculares, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem
apresentado uso crescente no diagnostico da leptospirose. Embora haja uma tendéncia
de que o PCR substitua os métodos soroldgicos em regides onde ha transmissdo
endémica da doenca devido & alta sensibilidade e capacidade de fornecer um
diagndstico precoce, tal abordagem permanece restrita a laboratérios de referéncia,
sendo improvavel seu emprego em larga escala nos paises em desenvolvimento, onde o
diagnostico imediato € mais necessario (8, 12). Muitos métodos de PCR convencional e
PCR em tempo real foram desenvolvidos para deteccdo do micro-organismo a partir de
amostras clinicas, com limite de detec¢do usualmente entre 10 a 100 bactérias/mL de
sangue ou urina. O gene alvo amplificado deve ser especifico para cepas patogénicas e,
embora um resultado positivo revele a presenca do agente infeccioso na amostra, ndo

permite a identificacdo do sorovar (12).

Atualmente, o critério para o diagnoéstico da leptospirose, definido pelo grupo de
referéncia em epidemiologia e impacto da leptospirose (LERG), é a presenca de sinais
clinicos compativeis com leptospirose associado a: (i) um aumento de 4 ou mais vezes
no titulo de anticorpos entre as amostras de soro pareadas; ou (ii) um titulo Unico de
1:400 em areas com transmissao endémica de leptospirose ou 1:100 em éareas sem
endemicidade; ou (iii) isolamento da bactéria a partir de amostras clinicas provenientes
de sitios geralmente estéreis, como sangue; ou (iv) deteccdo de material genético do
micro-organismo em amostras clinicas através de PCR. Um caso presuntivo de
leptospirose seria determinado pela presenga de IgM nos ensaios de ELISA ou fitas
indicadoras (“dipstick”) ou presenca de IgM ou 1gG em microscopia de

imunofluorescéncia (11).
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1.f) Sitio de estudo da leptospirose em Salvador/BA, Brasil

H& mais de 40 anos, universidades dos Estudos Unidos, como a Universidade de
Cornell, tém colaborado com instituicdes em Salvador, cidade de 2,6 milhdes de
habitantes e capital do estado da Bahia, nordeste do pais. Essa colaboracdo incentivou o
desenvolvimento de pesquisas e treinamentos direcionados a doengas tropicais
tradicionais e tem recebido suporte continuo do Instituto de Saude dos Estados Unidos,
NIH (do inglés, “National Institutes of Health”).

Em 1996, foi criado um programa na Fiocruz para o estudo de doencas
infecciosas urbanas que emergiram devido ao crescimento das favelas e a leptospirose
foi escolhida como um modelo de doenca-problema reconhecido primeiramente em
Salvador pelo Dr. Warren Johnson Junior na década de 70 (26). Pesquisas sobre o surto
de 1996 em Salvador (27) convenceram o governo brasileiro a priorizar a leptospirose.
Estes esforgos, coordenados pelo Dr. Albert Ko e pelo Dr. Mitermayer Galvao dos Reis,
levaram ao sequenciamento do genoma de L. interrogans sorovar Copenhageni (6).
Essa iniciativa nacional levou ao surgimento de projetos de desenvolvimento de um
teste para o diagnostico rapido, vacinas e pesquisas com base em uma comunidade

carente em Salvador, a comunidade de Pau da Lima.

Como consequéncia desta longa colaboracdo, uma infraestrutura foi criada,
incluindo (i) o estabelecimento de uma rede de vigilancia ativa, de base populacional,
que é conduzida em conjunto com a Secretaria Municipal de Salde desde 1996,
recebendo as admissGes de uma rede de seis hospitais, avaliando critérios para
leptospirose e realizando acompanhamento domiciliar para mapear os locais das
residéncias dos pacientes; (ii) um laboratorio de referéncia em leptospirose, na
Fiocruz/BA, que realiza MAT, isolamento por cultura, deteccdo molecular e tipagem de
Leptospira; (iii) um centro de gerenciamento de dados, também na Fiocruz/BA, cuja
equipe desenvolveu protocolos padronizados, identificacdo por cddigo de barras para
documentos e amostras e um servidor de uso exclusivo para banco de dados; e (iv) um
local para estudos prospectivos na comunidade de Pau da Lima, com a unido de 9
associacdes de moradores em um Unico conselho urbano que implementa iniciativas

deliberadas pela comunidade para problemas de salde urbana além da leptospirose.

O conhecimento acumulado como fruto das pesquisas realizado pelo nosso
grupo ao longo desses anos permitiu 0 maior entendimento das caracteristicas

epidemioldgicas associadas a transmissdo da leptospirose urbana em Salvador, como,
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por exemplo, a prevaléncia de 90% de L. interrogans sorovar Copenhageni nos casos
identificados na regido e a relacdo entre a transmissdo da doenca e a presenca de ratos
domésticos do género Rattus, reservatorio comumente associado a esse sorovar (22, 27).
Essa homogeneidade de exposicdo ao patdgeno e a disponibilidade da sequéncia
completa do genoma da linhagem Fiocruz L1-130, isolada a partir de um caso local de
L. interrogans sorovar Copenhageni, associados a infraestrutura instalada na
Fiocruz/BA, fazem de Salvador e da comunidade de Pau da Lima um excelente sitio

para o estudo da leptospirose urbana no Brasil.

1.g) Andlises de proteinas em larga escala para estudos soroldgicos

As pesquisas sobre doencas infecciosas avangaram rapidamente com o acumulo
de sequéncias completas do genoma de patdgenos e o uso subsequente de microarranjos
de DNA em escala genémica para o estudo dos perfis de expressdo genica do patdgeno
em diferentes condigfes in vitro ou mimetizando o ambiente in vivo (28-30). Tais
estudos foram desenvolvidos, em sua maioria, a partir de experimentacdo animal e em
instalacBes laboratoriais. No entanto, pouco se sabe sobre as proteinas expressas durante

uma infeccdo natural em humanos ou outros animais hospedeiros (31).

A deteccdo de anticorpos especificos no soro de um individuo infectado
evidencia indiretamente a expressao in vivo da proteina pelo patdgeno. Entretanto, o
emprego dessa abordagem no estudo de um grande nimero de proteinas é limitado pela
técnica de eletroforese em gel, uni ou bidimensional. Em geral, os extratos celulares
utilizados nessa técnica sdo de origem in vitro e a identificacdo dos antigenos mais
abundantes é feita por determinacdo da estrutura primaria da proteina atraves do
sequenciamento de aminoacidos da banda mais abundante no gel, seguida da pesquisa
em bancos de dados. Uma alternativa ao uso de extratos células do patdégeno como fonte
de proteinas é a produgdo de proteinas recombinantes, baseada na predicdo de
sequéncias codificantes a partir do genoma do micro-organismo e a determinacao se
essas proteinas sdo possiveis alvos pelo reconhecimento por anticorpos de pacientes.
Uma desvantagem da selecdo e expressdo de proteinas recombinantes é o fato de que
algumas proteinas podem ndo ser expressas ou ser expressas em quantidade insuficiente
nos diferentes sistemas de expressdo disponiveis atualmente, como procariotos (ex.

Escherichia coli), leveduras e plantas.
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O grupo do Dr. Felgner desenvolveu uma metodologia de clonagem e expresséo
de proteinas recombinantes com alta eficiéncia e diminui¢do dos custos através de uma
metodologia de alto desempenho, que emprega sistema de transcricdo-traducéo in vitro
em sistema livre de células. Centenas a milhares de proteinas recombinantes sdo
impressas em laminas de microarranjo, que sdo utilizadas na captura de anticorpos
especificos presentes no soro de individuos infectados ou outros animais. A quantidade
de anticorpo capturada pode ser quantificada através do uso de um anticorpo secundario

marcado (32).

Microarranjos de proteinas sdo uma abordagem efetiva no desenvolvimento de
estudos sorologicos de larga escala, definindo a reposta imune por anticorpos
especificos contra agentes infecciosos em escala protebmica e permitindo o acesso ao
repertério completo de anticorpos produzidos em resposta a infecges ou imunizagdes
em uma grande colecdo de amostras de soros. Podem, ainda, ser usados em inquéritos
epidemioldgicos em larga escala, consumindo pequenas quantidades da amostra. Sua
producdo e hibridizacdo com amostras de soros em uma metodologia de alto
desempenho permite o estudo de centenas de amostras, melhorando, dessa forma, o
poder estatistico do ensaio e gerando resultados mais confiaveis (33). Adicionalmente,
diferentemente de extratos celulares, um conjunto de antigenos pode ser identificado
com alta sensibilidade e especificidade. Além disso, 0s microarranjos proteicos podem
representar um grande repertdrio das proteinas de um agente infeccioso, possibilitando a
identificacdo de novos antigenos ndo detectaveis por outras metodologias, que sdo
altamente limitantes pelo padrdo de expressdo de proteinas do micro-organismo.
Microarranjos de proteinas vém sendo empregados no estudo de infegdes experimentais

e naturais de uma serie de micro-organismos (31, 34-37).
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OBJETIVOS

Il.a) OBJETIVO GERAL

Encontrar novos marcadores diagndsticos para leptospirose humana
utilizando a plataforma de microarranjo proteico desenvolvida no

Laboratoério de Microarranjo de Proteinas, Universidade da Califérnia Irvine.

I1.b) OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Selecionar os genes de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni para

clonagem;

2
3
4
5
6
.

Amplificar e clonar os genes selecionados;

Expressar os genes clonados;

Confeccionar as laminas de microarranjo;

Hibridizar o microarranjo com soros humanos;

Realizar a analise estatistica dos dados gerados;

Avaliar o desempenho dos antigenos diferencialmente reativos na
plataforma Multi-antigen Print Immunoassay (MAPIA);
8- Verificar a sequéncia nucleotidica dos clones correspondentes aos

antigenos diferencialmente reativos.
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Abstract

Background: Leptospirosis is a widespread zoonotic disease worldwide. The lack of an adequate laboratory test is a major
barrier for diagnosis, especially during the early stages of illness, when antibiotic therapy is most effective. Therefore, there
is a critical need for an efficient diagnostic test for this life threatening disease.

Methodology: In order to identify new targets that could be used as diagnostic makers for leptopirosis, we constructed a
protein microarray chip comprising 61% of Leptospira interrogans proteome and investigated the IgG response from 274
individuals, including 80 acute-phase, 80 convalescent-phase patients and 114 healthy control subjects from regions with
endemic, high endemic, and no endemic transmission of leptospirosis. A nitrocellulose line blot assay was performed to
validate the accuracy of the protein microarray results.

Principal findings: We found 16 antigens that can discriminate between acute cases and healthy individuals from a region
with high endemic transmission of leptospirosis, and 18 antigens that distinguish convalescent cases. Some of the antigens
identified in this study, such as LipL32, the non-identical domains of the Lig proteins, GroEL, and Loa22 are already known to
be recognized by sera from human patients, thus serving as proof-of-concept for the serodiagnostic antigen discovery
approach. Several novel antigens were identified, including the hypothetical protein LIC10215 which showed good
sensitivity and specificity rates for both acute- and convalescent-phase patients.

Conclusions: Our study is the first large-scale evaluation of immunodominant antigens associated with naturally acquired
leptospiral infection, and novel as well as known serodiagnostic leptospiral antigens that are recognized by antibodies in
the sera of leptospirosis cases were identified. The novel antigens identified here may have potential use in both the
development of new tests and the improvement of currently available assays for diagnosing this neglected tropical disease.
Further research is needed to assess the utility of these antigens in more deployable diagnostic platforms.

Citation: Lessa-Aquino C, Borges Rodrigues C, Pablo J, Sasaki R, Jasinskas A, et al. (2013) Identification of Seroreactive Proteins of Leptospira interrogans Serovar
Copenhageni Using a High-Density Protein Microarray Approach. PLoS Negl Trop Dis 7(10): €2499. doi:10.1371/journal.pntd.0002499

Editor: Pamela L. C. Small, University of Tennessee, United States of America
Received December 4, 2012; Accepted September 10, 2013; Published October 17, 2013

Copyright: © 2013 Lessa-Aquino et al. This is an open-access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License, which permits
unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original author and source are credited.

Funding: The study was funded by the following grants: NIAID RO1 Al052473, NIAID U01AI088752, FIC D43 TW00919 and NIAID R44 Al072856. The funders had
no role in study design, data collection and analysis, decision to publish, or preparation of the manuscript.

Competing Interests: | have read the journal’s policy and have the following conflicts: Dr. Philip Felgner has an equity interest in Antigen Discovery, Inc. (ADI),
which is developing products related to the research described in this paper. In addition, the author serves on the advisory board of ADI and receives
compensation for these services. The terms of this arrangement have been reviewed and approved by the University of California, Irvine in accordance with its
conflict of interest policies. This does not alter our adherence to all PLOS policies on sharing data and materials.

* E-mail: pfelgner@uci.edu

Introduction humans and other accidental hosts, it can cause hepato-renal failure,
pulmonary hemorrhage syndrome and even death depending on

Leptospirosis is one of the most common zoonotic infectious bacterial virulence and the host immune response [1,2]. Such compli-
diseases worldwide. Humans usually become infected through cations can be prevented if the proper antibiotic therapy is initiated at
occupational, recreational or domestic contact with the urine of the onset of the disease [3—6]. Nevertheless, the lack of a rapid and re-
reservoir animals, either directly or through contaminated soil or liable diagnostic test is a major barrier to providing an early diagnosis.
water [1-3]. Pathogenic leptospires frequently produce an asymp- Clinical diagnosis of leptospirosis is hindered by the over-
tomatic infection in wild rodents and other reservoirs; however, in lapping clinical manifestations with other febrile illnesses [2,4,7].

PLOS Neglected Tropical Diseases | www.plosntds.org 1 October 2013 | Volume 7 | Issue 10 | 2499



Author Summary

Leptospirosis is an infectious zoonotic disease that causes
non-specific signs and symptoms in humans, which
hampers the clinical diagnosis and treatment by physi-
cians. Complications can occur if the proper treatment is
not initiated early in the course of illness. Although the
early diagnosis is critical for preventing unnecessary
complications, currently available tests do not exhibit
sufficient diagnostic sensitivity in the beginning of disease.
We took advantage of high throughput techniques to
perform an embracing study of the humoral immune
response to the bacteria in order to identify antigens that
could be used in a new test for the diagnosis of
leptospirosis. A protein microarray chip containing 2,241
leptospiral proteins was constructed and probed with
serum samples from patients and healthy individuals. We
identified 24 proteins that are recognized by patients’ sera
but not by healthy individuals. These proteins are potential
diagnostic markers, especially the ones identified for
acute-phase patients, which can discriminate between a
positive and a negative leptospirosis case within a few
days after onset of symptoms. This work establishes the
protein microarray approach for improving our under-
standing of the serological response to leptospirosis.
Further research is needed to assess the performance of
these antigens in the clinical setting.

Therefore, the diagnosis depends upon laboratory tests and
different methods have been developed. Recovery of leptospires
from clinical specimens such as tissue and blood by culture is
considered a definitive diagnosis. This diagnosis is hampered,
however, by the slow growth rate, the long incubation period until
culture is established, low sensitivity and high cost due to the
human and laboratory resources required [2]. Nucleic acid-based
amplification techniques to detecting leptospiral DNA in biological
specimens have also been developed but sensitivity usually
decreases as patient progresses to the late stages of disease [2,4].
Hence, serology is the most frequently used diagnostic approach
for leptospirosis.

The gold standard assay is the microagglutination test (MAT),
which may use a panel of 19 live leptospires representing the major
serogroups for the detection of agglutinating antibodies [2—4,7,8].
Despite the high specificity, the MAT usually requires paired
acute- and convalescent-phase samples, thus being insensitive in
the beginning of the disease. To overcome the drawbacks of MATT,
numerous serological assays have been developed, particularly
ELISA tests based on either whole cell extracts or recombinant
proteins [3,4,7]. However, these assays have similar performance
characteristics, with sensitivity and specificity rates that match
those of MAT. Among other serological approaches whose
accuracy has been described are agglutination, dipstick, and
lateral flow assays [7]. Together, these assays demonstrated low
sensitivity during acute phase, so the need for an efficient method
to diagnose early infection remains urgent.

High-density protein microarrays are an effective approach to
perform large scale serological studies and define antigen-specific
antibody responses to infectious agents on a whole proteome scale.
They can be produced and probed in a high-throughput manner,
allowing for the screening of hundreds of serum samples thus
improving the statistical power and generating more accurate
conclusions. Additionally, unlike cell extracts, a set of antigens can
be identified with optimal sensitivity and specificity. The aims of
this research approach are to understand the breadth, intensity
and diversity of the antibody response to leptospirosis disease and
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to discover novel antigens that can be employed in diagnostic tests
and subunit vaccines.

Here we report the results of a study probing more than 250
human serum samples, including healthy controls and leptospirosis
cases from the state of Bahia, Brazil, against a partial proteome
microarray chip containing 2,421 proteins from Leplospira inter-
rogans serovar Copenhageni strain L1-130, which was isolated in
Bahia, Brazil in 1996. The reason for choosing this specific strain
relies on the availability of L. wnterrogans serovar Copenhageni
complete genome sequence. Moreover, leptospirosis is an emerg-
ing health problem in developing countries. In Brazil, 4832
laboratory-confirmed cases were reported in 2011, distributed
among the North (484 cases), Northeast (890 cases), Southeast
(1762 cases), South (1673 cases) and Central-West (23 cases)
regions [9]. Our group has shown that urban transmission of
leptospirosis in Brazil is related to the presence of domestic rats in
the environment [10-12]. Accordingly, >90% of the leptospirosis
cases there are caused by L. wterrogans serovar Copenhageni, which
is commonly associated with Rattus species reservoirs [10,11]. The
homogeneity of pathogen exposure and availability of sequenced
genomic material from a related strain makes this clinical setting
ideal for an initial proteomic study.

Materials and Methods

Ethics statement

The study protocol was approved by the institutional review
board committees of Yale University and Oswaldo Cruz
Foundation. Samples from infected patients and healthy individ-
uals living in a community with high endemic transmission of
leptospirosis came from the following projects: “Epidemic Urban
Leptospirosis in Salvador, Brazil: A Study of the Clinical
Presentation and Development of Rapid Diagnostic Methods”
and “Natural History of Urban Leptospirosis”. The participants
involved in both projects provided written informed consent.
Blood donors from the city of Salvador were anonymous. Sera
from U.S. healthy individuals were obtained from anonymous
volunteers at the General Clinical Research Center at the
University of California, Irvine. After collection, a code number
was designated to each patient so that all samples were rendered
anonymized for researchers before its use.

Human sera samples

The evaluation was performed with a collection of 114 control
human serum samples and 160 laboratory-confirmed sera of
leptospirosis cases. Control samples were (i) 29 sera from healthy
volunteers from California/US, where endemic transmission of
leptospirosis does not exist; (i) 35 sera from blood donors from
Salvador/Brazil, city with endemic transmission of leptospirosis
and (i) 50 sera from healthy subjects who were enrolled in a
cohort study in a high risk urban slum community in the same city
[12]. Cases were identified during active hospital-based surveil-
lance in the same state of the slum community, including patients
from the city of Salvador and from the country side, from April
1996 to August 2010. During this period, 1529 MAT-confirmed
cases of severe leptospirosis were identified, of which we selected
80 acute- and 80 convalescent-phase sera to conduct this study.
Serum samples were randomly selected and therefore acute and
convalescent samples are not necessarily paired. Acute-phase
samples were collected upon patient admittance at the hospital
and convalescent-phase samples were collected from recovering
patients at least 14 days after hospital admittance and that may
or may not have received standard antibiotic therapy. Labora-
tory confirmation was defined according to the criteria for
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seroconversion, a four-fold rise in titer or a single titer of 1:800 in
the MAT.

Microarray targets’ selection

Selection of the ORIFs that would compose the array was
performed considering the Leptospira interrogans serovar Copenha-
geni strain Fiocruz L1-130 genome annotations available at
National Center for Biotechnology Information (NCBI) and at
John Craig Venter Institute (JCVI) databases. The criteria used
included proteins with potentially biological importance [13,14]
and also with potential antigenic features [15-18] (Table S1).

PCR amplification and high throughput recombination
cloning

The selected ORFs were attempted to be amplified by PCR and
cloned into pXI vector using a high-throughput PCR recombina-
tion cloning method described elsewhere [19]. Briefly, ORFs were
amplified using 5 ng of L. interrogans serovar Copenhageni strain
Fiocruz L1-130 with Accuprime Taq DNA Polimerase System
(Invitrogen) according to the manufacturer’s protocol. Cycling
conditions were as follows: 94°C-2 min, 31 cycles of 94°C-90 s,
55°C-15 s, 50°C-15 s, 68°C-2 min and a final extension of 68°C-
10 min. Primers contained a 20 bp ORF-specific sequence and a
unique 20 bp “adapter” sequence, which becomes incorporated
into the 5" and 3’ termini flanking the amplified gene and is
homologous to the cloning sites of the linearized pXI vector
(ACGACAAGCATATGCTCGAG and TCCGGAACATCG-
TATGGGTA, respectively). Genes larger than 3 kb were cloned
as smaller segments, maintaining an overlap of at least 150 nt
between the sequences, since high throughput cloning efficiency
declines when genes are larger than ~2,500 bp. The segmented
ORFs were named with the gene ID followed by the letter “s” and
the number of the segment, e.g. LIC10502-s4. The ligd and ligB
genes (LIC10465 and LIC10464, respectively) were fragmented
considering the repeated Big domains present in the proteins’
structures (LigB Repeats 7-12, LigA Repeats 7-13 and LigA/B
Repeats 1-6) [20], which have been previously described as
diagnostic markers and/or vaccine candidates [21-24]. Up to 3
additional rounds of amplification were attempted for failures,
which were usually recovered by adjusting the PCR conditions. All
PCR reactions were confirmed for correct insert size by gel
electrophoresis before cloning.

The pXI plasmid encodes an N-terminal 6 xHis-tag and a C-
terminal hemagglutinin (HA) tag. The plasmid was linearized by
digestion with BamH1 and amplified by PCR to generate the
acceptor vector as described previously [19]. A reaction containing
40 ng of linearized pXI vector, 1 ul. of ORF PCR reaction and
10 uL of super-competent Escherichia coli DH5-o cells (McLab) was
incubated on ice for 30 min, heat-shocked at 42°C for 1 min and
chilled on ice for 1 min. One hundred and eighty microliters of
S.0.C medium were added and cells were cultured for 1 hour at
37°C. The entire reaction mixture was added to 1.1 mL of LB
supplemented with kanamycin 50 ug/mL and incubated over-
night at 37°C with vigorous acration. Plasmids were extracted with
QIAprep 96 Turbo Kit (Qiagen) without colony selection and
analyzed by gel electrophoresis to confirm insert size. Up to 2
additional rounds of cloning were performed to increase efficiency
and were resumed by doubling the PCR volume for transforma-
tion. All plasmids carrying inserts <500 bp and some randomly
selected ones were confirmed for insert presence by PCR using the
insert specific primers. After probing the microarrays with the
serum samples, the seroreactive antigens were identified and the
corresponding plasmids were sequenced. The insert was confirmed
in all cases.
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Microarray fabrication and probing

For array fabrication, purified minipreparations of DNA were
used for expression in an FE. coli based in wvitro transcription-
translation (IVTT) reaction system (RTS Kit, Roche) according to
the manufacturer’s instructions. Ten-microliter reactions were
performed in 384-well plates and incubated for 16 hours at 26°C.
under 300 rpm shaking. Control reactions were performed in the
absence of DNA (“NoDNA” controls) to assess the background
given by the IVTT reaction itself. Protease inhibitor mixture
(Complete, Roche) and Tween-20 to a final concentration of 0.5%
v/v were added to the reactions, which were then mixed and
centrifuged to pellet any precipitates and remove bubbles prior to
printing. Unpurified supernatants were immediately printed onto
nitrocellulose coated glass FAST slides using an Omni Grid 100
microarray printer (Genomic Solutions). In addition, arrays were
printed with multiple negative control reactions, positive control
spots of an IgG mix containing mouse, rat and human IgGs
(Jackson ImmunoResearch) and purified Epstein-Barr Virus
Nuclear Antigen 1 (EBNAI) protein, which is recognized by the
majority of humans thus serving as a marker for serum quality.

Protein expression was verified by probing the array with
monoclonal anti-polyhistidine (Sigma Aldrich) and anti-hemaglu-
tinin (Roche Applied Science) against the respective tags. First,
arrays were blocked for 30 min with Protein Array Blocking Buffer
(Whatman) and probed overnight with anti-tag antibodies diluted
1/400 in Blocking Buffer. Arrays were then incubated for one
hour in biotinylated secondary antibodies (Jackson ImmunoR-
esearch) diluted 1/1000 followed by one-hour incubation with
streptavidin-conjugated SureLight P3 (Columbia Biosciences).
After each incubation, slides were washed 3 times with Tris-
buffered saline containing Tween-20 0.05% v/v (T'TBS). Addi-
tional washes with TBS and distilled water were performed and
the slides were air-dried by brief centrifugation before scanning.
Slides were scanned in a Perkin Elmer ScanArray confocal laser
and intensities were quantified using QuantArray package.

For probing with human serum, samples were diluted 1/100 in
Protein Array Blocking Buffer containing E. coli lysate 10 mg/mL
(McLab) at a final concentration of 10% v/v and incubated for
30 min at room temperature under constant mixing to remove
background reactivity to E. coli proteins in the IVI'T reactions. F.
coli protein-antibody complexes were removed from the sample
dilution mix via centrifugation prior to addition to the microarray.
Arrays were blocked for 30 min with Protein Array Blocking
Buffer and then incubated with diluted samples overnight at 4°C,
with gentle rocking. Biotinylated anti-human immunoglobulin G
(Fe-y fragment specific, Jackson ImmunoResearch) was diluted 1/
2000 in Blocking Buffer and added to the arrays for one-hour
incubation at room temperature. Slides were washed 3 times with
TTBS after each incubation and bound antibodies were detected
by one-hour incubation with streptavidin-conjugated SureLight
P3, as described above. Finally, slides were scanned for intensity
quantification.

Immunostrips probing

Eleven clones, corresponding to the 10 most differentially
reactive antigens for either acute or convalescent groups (see
results), were submitted to a five-hour IVIT reaction (RTS,
Roche) according to the manufacturer’s instructions. Protease
inhibitor mixture (Complete, Roche), Tween-20 and methanol
were added to final concentrations of 0.5% and 10% v/v
respectively. The reactions were mixed and centrifuged to remove
bubbles. Unpurified supernatants were printed on Hi-Flow Plus
HF240 membrane (Millipore) using a BioJet dispenser (BioDot) at
1 uL./ecm and cut into 3 mm strips. Individual strips were then
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blocked in T'TBS 5% non-fat milk for 30 min. Sera samples were
diluted 1/250 in T'TBS 5% nonfat milk containing £. coli lysate at
a final concentration of 20% v/v and incubated for 30 min at
room temperature under agitation. Blocked strips were then
incubated with diluted sera during 1 hour and washed 6 times
with TTBS. Alkaline phosphatase-conjugated anti-human IgG
(Jackson ImmunoResearch) was diluted 1/5000 in TTBS 5%
nonfat milk and applied to each strip for 1 hour at room
temperature under agitation. After washing 6 times with TTBS, 3
additional washes with TBS were performed and reactive bands
were visualized by incubation with 1-step Nitro-Blue Tetrazolium
Chloride/5-Bromo-4-Chloro-3’-Indolyphosphate p-Toluidine Salt
(NBT/BCIP) developing buffer (Thermo Fisher Scientific) for
2 min at room temperature. Enzymatic reaction was stopped with
tap water and the strips were air-dried before scanning at
2,400 dpi (Hewlett-Parckard scanner). Images were converted to
gray scale and band intensities were quantified using the Image]
software (found at http://rsbweb.nih.gov/1j/).

Data analysis

Spot intensities were quantified using QuantArray software.
Raw data were obtained as the mean pixel signal intensity for
each spot and all intensities were automatically corrected for spot-
specific background. For each array, the average of control IVI'T
reactions (NoDNA controls) was subtracted from spots’ signal
intensities in order to minimize background reactivity. Proteins
were considered to be expressed when signal intensity for either
tags was above the NoDNA control reactions mean plus 2.5
standard deviations. The same cut-off was applied to identify the
reactive proteins using the sera collection. Data analysis was
performed using the R statistical software (found at http://www.
r-project.org). To stabilize the variance, VSN normalization was
applied to the raw data and groups were compared by a Bayes
regularized ¢ test adapted from Cyber-T for protein arrays
[25,26]. Benjamini and Hochberg (BH) method was used to
control the false discovery rate [27] so that p-value smaller than
0.05 was considered significant and the corresponding protein
was considered differentially reactive. For plotting the histogram,
BH corrected p-values smaller than 1E-14 were assigned as 1E-
16. Multiplex classifiers were generated using linear and
nonlinear Support Vector Machines (SVMs) using the “el071”
R package. SVM is a supervised learning method that has been
successfully applied to microarray data characterized by small
samples sizes and a large number of attributes. The SVM
approach, as any other supervised classification approach, uses a
training dataset to build a classification model and a testing set to
validate the model. To generate unbiased training and testing
sets, leave one out cross-validation (LOOCV) was used. With this

Table 1. Sera collection used in this study.
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methodology, each data point is tested with a classifier trained
using all of the remaining data points. Plots of receiver operating
characteristic (ROC) curves were made with the “ROCR” R
package. Sensitivity and specificity were determined from the
resulting ROC curves. Clinical characteristics of the leptospirosis
patients whose acute and/or convalescent serum samples were
selected for this study were described using frequencies and
medians with interquartile (IQR) ranges (Table S2). The Chi
square test or the Mann-Whitney/Wilcoxon test was used to
compare clinical presentations of acute-phase leptospirosis
patients with convalescent-phase patients. An association between
patients’ clinical characteristics and the intensity of acute sera
signal against the three antigens that presented the best
performance in the protein microarray were evaluated by the
Kruskal-Wallis test.

Microarray data accession number

The raw and normalized array data used in this study have been
deposited in the Gene Expression Omnibus archive (http://www.
dtd.nlm.nih.gov/geo/), accession number GSE42720.

Results

Protein microarray antigen selection

Characterization of the serological response to Leptospira
exposure and infection on a whole proteome scale with protein
microarrays has not been previously done. To evaluate the
feasibility of this approach for leptospirosis, we identified a subset
of proteome more likely to be immunoreactive. The selection
criteria used to choose the proteins included in the array provided
2,241 ORFs, which corresponded to 61% of Leptospira interrogans
proteome. The basis for selecting this particular subset of proteins
took advantage of empirical mass spectrometry and RNA
expression data available for Leptospira interogans [13,14] and also
from proteome microarray data from other Gram negative
bacteria [17,18] (Supplementary Table S1).

In total, the array contained 2361 antigens, including full length
proteins and protein segments. Protein expression was evaluated
by probing the array with anti-His and anti-HA, and over 97% of
protein spots were confirmed positive for either His or HA tags
(Figure S1A).

Human IgG antibody profile

Sera used in this study were classified into 5 groups, summarized
in Table 1 and described in the methods section. Table S2 shows the
clinical characteristics of the leptospirosis patients who provided
sera for this study. The majority of them (88%) were male and the
median age was 34 (IQR: 24-45) years old. Median duration of

Group # sera probed MAT median titer MAT titer range*
U.S. volunteers 29 NA NA

Blood donors from endemic area 35 NA NA

Healthy individuals from highly endemic area 50 0 0

Acute phase patients 80 800 0-12,800
Convalescent phase patients 80 3200 0-204,800

NA = not applicable.

MAT titer.
doi:10.1371/journal.pntd.0002499.t001
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*Acute-phase patients with negative MAT result were diagnosed by seroconversion; convalescent patients with negative MAT result were diagnosed based on the acute
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symptoms before hospitalization was 6 (IQR: 5-8) days. Jaundice
and acute respiratory distress syndrome occurred in 87% and 13%
of the patients, respectively. Renal impairment was frequent
(median creatinine: 4.0 [IQR: 2.0-6.4] mg/dL) and 30% of the
patients received peritoneal or hemodialysis. Intensive care was
provided for 20% of the patients and 3% died.

Representative microarray images of L. mnterrogans infected and
control samples are shown in Figure S1B. The heatmap in Figure 1
gives an overview of the reactivity of the 42 reactive antigens for
each of the 239 individual samples. Brazilian blood donors are not
shown in this figure. Individual specimens are in columns and
grouped by healthy controls from USA, healthy controls from the
high endemic area group, acute-phase patients and convalescent-
phase patients. The antigens, in rows, are organized according to

US naive Healthy individuals
individuals from high endemic
(n=29) area (n=50)

Antigens

Acute-phase patients
(n=80)

LIC11352

LigA Repeats7-13
LigB Repeats7-12
LigA/B Repeats1-6
LIC11573
LIC11335
LIC10486
LIC11389
LIC11271
LIC10215
LIC20042
LIC10191
LIC11955
LIC11222
LIC12180
LIC11456
LIC12544
LIC10483
LIC20301
LIC11437
LIC20087
LIC10623
LIC11570
LIC10524

LIC10902
LIC10502-s4
LIC11834
LIC13084
LIC11019
LIC11089
LIC12270
LIC11052
LIC20218
LIC10090
LIC11486
LIC20112
LIC10053
LIC13050
LIC11210
LIC13392
LIC11122
LIC12895
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those that are significantly more reactive in the cases than in the
healthy controls. These antigens are termed ‘differentially reactive’
(DR) and are divided in 3 sections: antigens identified as
differentially reactive for both acute- and convalescent-phase
patients, antigens identified as differentially reactive only for acute
patients and differentially reactive antigens only for convalescent
patients. There is a second set of antigens that were equally as
reactive in healthy controls and the cases, and these antigens are
termed ‘cross-reactive’ (CR). Although there was some reactivity
seen in the healthy controls against the differentially reactive
antigens, there was more IgG response against these antigens after
acute infection, and still more in the convalescent specimens. The
background reactivity seen from the cross-reactive antigens was
similar between all three groups.

Convalescent-phase patients
(n=80)

and convalescent
=10)

DR Ags for both acute
patients (n

=6)

acute-phase

patients (n

DR Ags for
Differentially reactive

(n=8)

DR Ags for
convalescent-
phase patients

=21)

Either acute- or convalescent-phase patients
(n
Cross-reactive

Signal intensity
[0}
5000
10000

30000
60000

Figure 1. Individual sera are represented as a heatmap of reactivity. Reactivity intensity is shown according to the colorized scale with red
strongest, black in-between and green weakest. Antigens are in rows, grouped as differentially reactive (BHp<<0.05) or cross-reactive (BHp>0.05)
when compared to healthy individuals from high endemic area group and ranked by the average response of the acute or convalescent groups.
Patient samples are in columns and sorted from left to right by increasing average antigen intensity within each group.

doi:10.1371/journal.pntd.0002499.g001
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Figure 2. Seroreactive antigens identified for acute- and convalescent-phase patients. The histogram plots the average signal intensity (Y
axis) of each antigen (X axis) for acute (A) or convalescent (B) groups against healthy individuals from highly endemic area group, with the BHp-value
of this difference (black bars, secondary axis). Differentially reactive antigens (BHp<<0.05) are organized to the left; cross-reactive antigens (BHp>0.05)
are organized to the right. Error bars indicate S.E. For plotting the histograms, it was assigned the number 10~ ' for BHp-values <1E-14.

doi:10.1371/journal.pntd.0002499.9002

Here, we aim to identify antigens that can discriminate between
positive and negative leptospirosis cases and for that we based our
analysis on comparing acute and convalescent-phase patients to
healthy individuals from an area with high endemic transmission
(Figure 2). Since healthy individuals living in this area show some
background reactivity to leptospiral LPS [12] and proteins
(Figure 3, described later in this section), we find that the
identification of antigens with sero-reactivity among patients but
not among those healthy individuals distinguish a current
leptospirosis case. All the high endemic controls used in this study
were MAT-negative for leptospirosis and in order to avoid bias in
our analysis, we compared the IgG reactivity detected on the
microarray by probing 10 MAT-positive and 10 MAT-negative
healthy individuals living in this area. The overall reactivity seen
for both groups was low (Figure S2 A) and most of the reactive
antigens detected for infected patients (described later in this
section) were not reactive (average signal intensity below the
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cut-off, Figure S2 B) for either MAT-positive or MAT-negative
healthy individuals. Therefore, we used the MAT-negative high
endemic controls for the following analysis.

There were 30 reactive antigens, ~1.3% of all of the antigens
printed on the array, of which 18 detected significantly more IgG
antibody in the convalescent samples compared to control
individuals from the high endemic area group (Table S3). For
the acute-phase samples, the IgG antibody response detected 35
seroreactive antigens or 1.5% of the array, of which 16
discriminate between acute and negative cases. LipL32, LigA
Repeats 7-13 and LigB Repeats 7-12 antigens were the three
most reactive targets on average for both convalescent- and acute-
phase groups. Ten differentially reactive antigens overlap between
the acute and convalescent groups.

In order to investigate background reactivity among healthy
individuals living in an area with endemic transmission of
leptospirosis, we compared the cumulative antigen reactivity for
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Figure 3. Background reactivity among healthy individuals in the control groups. A) Heatmap showing the overall reactivity of the control
groups used in this study: US naive subject, corresponding to area with no endemic transmission of leptospirosis, blood donors from Salvador, city
with endemic transmission and healthy individuals residing in an urban slum community in Salvador, high risk area. B) Cumulative reactivity of all the
antigens present in the array for the 3 control groups. Healthy individuals from area with high endemic transmission show significantly higher sero-
reactivity (p<<0.05, marked with a star) than individuals from regions with endemic or non-endemic transmission of leptospirosis.

doi:10.1371/journal.pntd.0002499.g003

the 3 control groups, from USA, Brazilian blood donors and
healthy individuals from the high endemic area groups. The
heatmap in Figure 3A shows the reactivity of all antigens with
average signal intensity above the cut-off for any of the control
groups. We observed a higher overall reactivity in the high
endemic area group compared to USA controls and Brazilian
blood donors. Accordingly, when we analyzed the cumulative
signal intensity against all antigens on the array (Figure 3B), USA
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healthy subjects showed the lowest total reactivity followed by
blood donors from Salvador and healthy individuals from high
endemic area. Blood donors living in endemic area had slightly
higher reactivity than USA naive subjects, but the difference was
not statistically significant. However, the total background
reactivity in healthy individuals residing in the area with high
endemic transmission was significantly greater ($<<0.05) than
either the blood donors from Brazil or the USA controls.
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Finally, we compared the average signal intensity of all the
reactive antigens for each patient to the patient’s MAT titer. MAT
is based primarily on agglutinating antibodies that bind to
leptospiral LPS [28,29] and does not differentiate between IgM
and IgG subtypes. All acute and convalescent samples used in this
study were laboratory confirmed for infection by MAT and we
observed a 3-fold increase in the median titer for convalescent
samples compared to the acute group (from 800 to 3,200, Table 1).
Although we have also observed a general increase in antigen
signal intensities for the convalescent group compared to acute
group (Figure 1 and Figure 2), we were unable to draw a
correlation between these two approaches (Figure S3) indicating
that MAT antigen and protein antigens identify different antibody
pools in these patients.

Serodiagnostic classifier construction by ROC analysis

To determine the accuracy of the differentially reactive antigens
in distinguishing a leptospirosis case, individual antigen ROC
curves were generated and the AUC for each antigen was
determined. Acute and convalescent-phase samples were analyzed
separately against the high endemic area control group and
sensitivity and specificity were calculated for both groups using the
SVM computational approach. Antigens were then ranked by
decreasing AUC and multiple antigens ROC curves generated.
Single antigen ROCs for acute-phase group are shown in
Figure 4A and for convalescent-phase group are shown in Figure
S4. For both cases, the false positive rate was calculated
considering the high endemic area healthy control group.

For acute-phase patients, the non-identical domains of the Lig
proteins (LigA Repeats 7-13 and LigB Repeats 7-12) provided
best sensitivity and specificity (AUC =0.894-0.857), followed by
LipL32 (LIC11352, AUC =0.841, Table 2). As disease progresses
to convalescence, the accuracy of these antigens increases so that
LipL32 achieves best performance (AUC =0.986) followed by
LigA Repeats 7-13 (AUC =0.965) and LigB Repeats 7-12
(AUC =0.968, Figure S4). None of the three antigens with better
accuracy (LigA Repeats7—13, LigB Repeats7-12 and LipL.32) had
the signal intensities from the acute serum sample associated with
patients’ clinical characteristics (Table S4). A heat shock protein of
the GroEL family (LIC11335) was also identified as seroreactive,
with high sensitivity for both acute- and convalescent-phase
patients (90.0% and 92.0%, respectively) but low specificity
(53.8% and 62.5%). DnaK (LIC10524), another heat shock
protein, showed seroreactivity for the convalescent group,
although we could not detect significant levels of IgG against this
antigen in the acute group (average signal intensity below the
established cut-off). The virulence-associated protein Loa22
(LIC10191) showed very low sensitivity for acute-phase patients
(36.0%) and was considered not seroreactive for the convalescent
group. Similarly, the IgG response against LipL.31 (LIC11456) was
detected only among acute patients, with a diagnostic accuracy of
82% sensitivity and 68.8% specificity.

Several novel antigens, for which no seroreactivity has been
previously described, were identified in this study. The hypothet-
ical protein LIC10215 provided 92.0% and 86.0% sensitivity and
67.5% and 83.8% specificity for distinguishing healthy from either
acute- or convalescent-phase patients, respectively. LICG10215 was
the best antigen for distinguishing an acute case from a healthy
individual after the domains of the Lig proteins and LipL32.
Regarding the convalescent group, LIC20087, antigen annotated
as outer membrane protein, provided best accuracy after the
domains of the Lig proteins and LipLL.32, with 96.0% sensitivity
and 86.3% specificity (Table 2).
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The combination of 11 differentially reactive antigens allowed
for best sensitivity and specificity for the acute cases (78.0% and
87.5%, respectively) whereas the combination of 4 antigens
provided best accuracy (98.0% sensitivity and 94.0% specificity)
for convalescent cases (Figure 4B).

Array validation with immunostrips

Eleven differentially reactive antigens, corresponding to the
most significant antigens for either acute- or convalescent-phase
groups were printed onto a nitrocellulose membrane and cut into
3 mm strips which were probed with 20 highly endemic, 20 acute
and 20 convalescent randomly selected samples. Healthy individ-
uals showed lower reactivity against these antigens whereas
leptospirosis patients reacted strongly against most of the antigens
(Figure 5). Antigen intensities were quantified and groups were
compared using Bayes regularized ¢ test adapted from Cyber-T. A
total of 6 antigens with significant BHp-values (BHp<<0.05) were
identified as differentially reactive for both acute and convalescent
groups, of which 4 overlap (Table S5). For both acute- and
convalescent-phase groups, the domains of the Lig proteins
provided the best single antigen discrimination, followed by
LipL32. LIC10215, LIC10486, LIC11271, LIC20087 and
LIC11573 showed no sero-reactivity on immunostrips. The lower
reactivity observed for these proteins on immunostrips may be due
to technical differences between both platforms.

Discussion

Protein microarrays are a powerful tool to describe pathogen-
specific antibody responses produced after exposure to infectious
agents. Our group has applied this approach to more than 25
agents of medical relevance, including viruses, bacteria, protozoan
and helminthes and some of the antigens identified by our
methodology were successfully employed in different diagnostic
platforms [18,30-33]. No currently available approach enables
such a complete understanding of the humoral immune response
to infection. Here, we constructed a protein microarray compris-
ing 2,421 proteins, 61% of the proteome of L. interrogans serovar
Copenhageni, to examine the IgG response to leptospirosis. Our
focus in the present study was to profile the immune response
associated with leptospirosis exposure and infection, and to
identify seroreactive and serodiagnostic antigens.

Our results showed distinct IgG reactivity against dozens of
differentially reactive leptospiral antigens in both acute- and
convalescent-phase sera. The high reactivity detected in most of
the acute-phase patients led us to speculate how the IgG response
could rise so quickly after infection. The first exposure to an
infectious agent in a previously naive individual is expected to take
10-14 days before mounting an IgG response and the onset of
symptoms vary according to the pathogen’s incubation period.
The incubation period for leptospirosis ranges from as few as 2 to
as many as 30 days and the onset of symptoms usually comes
together with the appearance of agglutinating antibodies, which
increase with disease progression [1]. In this study, the acute-phase
patients had a mean of 6 (IQR 5-8) days of symptoms onset before
blood sampling and no correlation was observed between IgG
reactivity and numbers of days of symptoms before sample
collection (Table S4). Therefore, we speculate that the symptom-
atic individuals with less reactivity in the acute group may have
experienced a shorter incubation period before becoming symp-
tomatic compared to those with a broader and more intense
response. Alternatively, rapid onset of the IgG responses in acutely
infected subjects may be an anamnestic response from a previous
clinical or subclinical exposure to the organism. Previously
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Figure 4. Receiver operator characteristics (ROC) curves. (A) ROC curve for each differentially reactive antigen identified for acute-phase
patients when compared to high endemic area group. The domains of the Lig proteins are highlighted on the right; antigens on the left are sorted by
decreasing AUC, from left to right, top to bottom. (B) Multiple antigens ROC graphs for acute- (left) and convalescent- (right) phase patients when
increasing the number of differentially reactive antigens. Differentially reactive antigens were sorted by decreasing single antigen AUC.

doi:10.1371/journal.pntd.0002499.g004

exposed individuals can produce antibody more rapidly from the
memory pool within a few days post-exposure.

Here we showed that healthy individuals living in an area with
endemic transmission of leptospirosis have higher antibody
responses than those from outside the endemic environment.
Previous exposure can lead to background reactivity and false
positive results, interfering with identification of true active
leptospirosis cases especially among those individuals living in
areas with endemic transmission. It has been previously reported a
15% overall prevalence of anti-leptospire antibodies detected by
MAT in healthy individuals living in that urban slum community
(high endemic area group) [12]. Most of the antibodies detected by
MAT are directed against leptospiral LPS. Here, we show that
MAT-negative healthy individuals living within a community with
high endemic transmission of leptospirosis present higher overall
seroreactivity against leptospiral proteins than healthy individuals
from outside the endemic area, suggesting that protein antigens
may also play a role in background reactivity. The shifts in

background reactivity between groups of healthy individuals are
small compared to the large increases in reactivity seen after acute
infection and convalescence. Our results also show that the
reactivity against the proteins on the chip doesn’t differ between
MAT-positive and MAT-negative healthy individuals.

Despite the background reactivity seen for the high endemic
area group, we were able to identify several individual antigens
that were differentially reactive for acute- and/or convalescent-
phase patients when compared to that control group. These
antigens can be considered for use alone in single antigen
ELISAs or together in a multiplex assay. The diagnostic accuracy
was assessed when several antigens were used together in
combination. The most accurate test results to distinguish acutely
infected subjects from controls were obtained when 11 antigens
were combined together and 14 antigens, for convalescent cases.
The use of a minimal set of antigens in an assay would represent
the best option in terms of production complexity and
manufacturing costs. However, our group has previously shown
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Table 2. Accuracy of the differentially reactive antigens for both acute- and convalescent-phase patients after array probing.
Antigen Acute Convalescent

Se Spe AUC BHp-value Se Spe AUC BHp-value
LigA7-13 88.00% 87.50% 0.894 <1E-14 94.00% 98.80% 0.965 <1E-14
LigB7-12 86.00% 83.80% 0.857 8.54E-11 96.00% 96.30% 0.968 <1E-14
LIC11352 88.00% 73.80% 0.841 8.54E-11 92.00% 97.50% 0.986 <1E-14
LIC10215 92.00% 67.50% 0.865 1.42E-11 86.00% 83.80% 0.879 1.79E-13
LIC11573 80.00% 67.50% 0.775 1.73E-05 88.00% 88.80% 0.926 <1E-14
LIC11456° 82.00% 68.80% 0.763 2.69E-05 80.00% 78.80% 0.851 1.57E-09
LigA/B1-6 74.00% 72.50% 0.785 1.80E-06 86.00% 96.30% 0.956 <1E-14
LIC11335 92.00% 53.80% 0.724 1.40E-04 90.00% 62.50% 0.749 1.14E-05
LIC11222° 94.00% 50.00% 0.711 4.01E-04 94.00% 30.00% 0.568 4.33E-01
LIC11389 60.00% 77.50% 0.737 2.49E-04 66.00% 77.50% 0.77 2.73E-06
LIC11955° 90.00% 45.00% 0.687 2.75E-03 90.00% 20.00% 0.477 9.67E-01
LIC11271 88.00% 46.30% 0.713 9.08E-04 88.00% 78.80% 0.877 3.83E-14
LIC10486 90.00% 42.50% 0.677 6.57E-03 90.00% 67.50% 0.831 5.04E-09
LIC12180° 86.00% 45.00% 0.663 5.85E-03 88.00% 27.50% 0.534 5.36E-01
LIC10191° 36.00% 93.80% 0.678 2.07E-03 90.00% 43.80% 0.655 5.52E-02
LIC20042° 82.00% 45.00% 0.672 7.07E-03 22.00% 91.30% 0.525 8.68E-01
LIC20087° 76.00% 60.00% 0.699 3.32E-03 96.00% 86.30% 0.948 <1E-14
LIC12544° 88.00% 41.30% 0.615 1.03E-01 88.00% 91.30% 0.917 <1E-14
LIC11570% 86.00% 56.30% 0.75 3.15E-04 96.00% 78.80% 0.892 2.21E-14
LIC203017 86.00% 51.30% 0.698 2.77E-03 92.00% 75.00% 0.861 8.83E-12
LIC10524% 78.00% 76.30% 0.781 1.59E-05 78.00% 81.30% 0.846 1.40E-08
LIC11437° 82.00% 45.00% 0.633 6.36E-02 74.00% 72.50% 0.767 3.77E-05
LIC10483° 68.00% 50.00% 0.575 2.31E-01 68.00% 67.50% 0.715 6.23E-04
LIC10623° 96.00% 11.30% 0.456 6.05E-01 86.00% 43.80% 0.67 2.19E-02
Se = Sensitivity; Spe = Specificity; AUC = Area under the curve. Antigens in italic were considered either not seroreactive (°) (average signal intensity below the cut-off) or
cross-reactive (°) (BHp<<0.05) for that group but were among the differentially reactive set for the other group. NOTE: Different specificities for acute and convalescent-
phase cases are a result of the SVM computational analysis, described in the methods section.
doi:10.1371/journal.pntd.0002499.t002
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that the addition of antigens can reduce the effect of noise in the
data introduced from variables such as executing it in different
locations, at different times and by different operators [34]. A
multiplex test using several antigens could minimize the effect of
these variables and justify the development of a more robust
assay of this kind.

Five of the leptospiral proteins identified here have been
previously reported reactive in patients’ sera including the non-
identical domains of the Lig proteins, LipL.32, chaperonin GroEL,
DnaK and Loa22 [20,35,36]. Different platforms have been
developed to employ the Lig proteins as serodiagnostic markers for
human leptospirosis with promising results [20,24,37,38]. Lig-
based immunoblot assays for IgM detection showed superior
performance than MAT and superior performance than a com-
monly used whole-cell ELISA in Brazil during early acute phase
[21]. A new Lig-based rapid serological test, the DPP assay, was
recently developed and also outperformed the whole-cell IgM
ELISA assay for severe acute cases, particularly for patients tested
early in the course of the disease [24]. For LipL.32, GroEL, DnaK
and Loa22, however, the findings were not as encouraging
[34,39,40], even though LipL.32 in combination with LipL.21 and
OmpL1 [41] improved its diagnostic performance in ELISA
platforms. The identification of these previously reported reactive
antigens is proof-of-concept for the protein microarray antigen
discovery platform.

In this study, the well-known antigens LipLL32 and the non-
identical domains of the Lig proteins had the best sensitivity and
specificity of all antigens probed. The next best differentially
reactive antigen for detecting acute-phase patients was the novel
hypothetical protein LIC10215. Several other hypothetical pro-
teins also found to be differentially reactive antigens identified in
this work were LIC11222, LIC11955, LIC10486, LIC11271,
LIC10483 and LIC20301. Although no previous functions have
been assigned to these proteins, here we show that they are part of
the L. interrogans immunoproteome and can elicit a host immune
response as they are recognized by sera from infected subjects. We
also discovered numerous differentially reactive antigens that are
not hypothetical and have been functionally annotated including
LIC20042 (BatC), LIC11889 (FIbB), LIC11573 (GspG),
LIC12180 (methyltransferase), LIC11456 (LipL31), LIC11437
(adenylate/guanylate cyclase), LIC12544 (DNA binding protein),
LIC20087 (outermembrane), LIC10623 (MotB), LIC11570
(GspD).
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The results reported here were from a protein microarray derived
from one leptospire serovar, L. interrogans serovar Copenhageni,
probed with sera from acute- and convalescent-phase patients from a
well-characterized model epidemiological setting in Salvador [10—
12]. This study was limited by the restricted number of antigens
selected for the array and also by the prevalence of one specific
serovar at our study site. Further research is needed to investigate the
diversity of the antibody profile after exposure to different serovars.
All the samples used here corresponded to hospitalized leptospirosis
patients, but the immune response may be different for mild
presentations. Finally, we recognize the importance of also evaluat-
ing the IgM antibody response to understand the kinetics of the
humoral immune response.

In other protein microarray studies of kind we have found that
proteins are not randomly selected for recognition by the immune
system and antigens share proteomic features that increase their
likelihood to be seroreactive and serodiagnostic [15,16]. Interro-
gating the antibody response in a whole proteome scale allows
molecular features related to antigenicity to be classified.
Proteomic feature enrichment analysis for antibody recognition
of leptospiral antigens will be the focus of a separate study using
the full leptospire proteome consisting of 3,667 proteins, in which
we will also assess the IgM reactivity profile to leptospirosis. We
also aim to probe with more diverse specimen collections
worldwide to better characterize the antibody repertoire against
different leptospire species and serovars, and from different
mammalian hosts.

In summary, we reported a protein microarray approach for L.
wnterrogans serovar Copenhageni and discovered a limited set of 24
differentially reactive antigens. The antigens identified could be
applied to improve the accuracy of rapid tests to diagnose
leptospirosis in resource-limited settings. The results show that this
is a feasible approach that can be applied in the future to study the
humoral immune response in other epidemiological settings
worldwide, to examine the antibody response after exposure to
different leptospire species and determine the antibody profiles
elicited by the pathogen in domestic animals and reservoir hosts.

Supporting Information

Figure S1 Representative microarray pictures. (A) Two
subarrays showing His (left) and HA (right) probing for protein
expression evaluation. Each of the arrays used for this study
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contained 16 subarrays. Highlighted spots indicate IVI'T control
reactions (NoDNA, red boxes), IgGmix (orange) and EBNA-1
(green). (B) Representative sub-array showing the difference in the
seroreactivity between an individual from high endemic area (nega-
tive sample) and a convalescent-phase patient (positive sample).

(TIF)

Figure $2 Overall IgG response of healthy controls from
high endemic area. (A) IgG response of 10 MAT-positive and
10 MAT-negative endemic controls against 200 antigens is shown
as a heatmap of reactivity according to the colorized scale with red
strongest, black in-between and green weakest. (B) Average signal
intensity of MAT-positive and MAT-negative endemic controls for
some of the reactive antigens identified in this study. The green
line shows the cut-off and antigens with average signal intensity
below that line is not considered significant in this analysis.

(TTF)

Figure S3 Correlation between MAT assay and array
signal intensity. For cach patient, the average signal intensity of
the reactive antigens for acute (left) and convalescent (right) phase
patients is plotted in the Y axis and the MAT titer in the X axis.
(TTF)

Figure S4 Receiver operator characteristic curves. ROC
curves for each differentially reactive antigen identified for
convalescent-phase patients when compared to high endemic area
group. The domains of the Lig proteins are highlighted on the
bottom; antigens are sorted by decreasing AUC, from left to right,
top to bottom.

(TIF)

Table S1 List of protein features used for selecting
ORFs that would compose the array.
(DOCX)
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IV. DISCUSSAO

Microarranjos de proteinas constituem uma ferramenta importante na caracterizagéo de
anticorpos especificos contra patdgenos apds a exposicdo a um agente infeccioso. O grupo do
Dr. Felgner ja aplicou essa metodologia a mais de 25 agentes de importancia médica, incluindo
virus, bactérias, protozoarios e helmintos e alguns dos antigenos identificados através dessa
abordagem foram empregados com sucesso em diferentes plataformas de diagndstico (34-36,
38, 39). Nenhuma metodologia disponivel atualmente permite um entendimento tao abrangente
sobre a resposta imune humoral a uma infeccdo. No presente trabalho, foi construido um
microarranjo de proteinas abrangendo 2241 proteinas, o que corresponde a 61% do genoma
codificante de L. interrogans Copenhageni, para examinar a resposta por anticorpos 1gG contra
0 patdgeno. O foco desse estudo foi tracar o perfil da resposta imune associada a exposicao e

infeccdo pela bactéria e identificar antigenos sororreativos com potencial diagndstico e vacinal.

Os resultados mostraram uma reatividade por anticorpos IgG contra diversos antigenos
de leptospira, tanto em soros de fase aguda quanto em soros de fase convalescente. A intensa
reatividade IgG detectada nos pacientes de fase aguda levanta a questdo sobre como tais
anticorpos podem ser detectados em um curto intervalo de tempo apo6s a infeccdo. Espera-se
gue a montagem de uma resposta 1gG demore de 10-14 dias apds a primeira exposicao de um
individuo ndo primado a um agente infeccioso e o aparecimento dos sintomas pode variar de
acordo com o periodo de incubacdo do micro-organismo. No caso da leptospirose, o periodo de
incubacdo pode levar de 2 a 30 dias e os sintomas geralmente surgem juntamente com o
aparecimento de anticorpos aglutinantes, cujos niveis aumentam com a progressdo da doenca
(1). No presente estudo, os pacientes de fase aguda apresentavam, em média, 6 (IQR 5-8) dias
de sintomas antes da coleta da amostra de fase aguda. Portanto, pode-se especular que os
individuos sintomaticos que apresentaram menor reatividade no grupo agudo tenham
vivenciado um menor periodo de incubacdo até se tornarem sintomaticos em comparacdo
aqueles com uma reatividade maior e mais abrangente. Alternativamente, esse rapido
surgimento de anticorpos IgG nos pacientes de fase aguda pode estar relacionado a uma resposta
de memoria proveniente de uma exposicao prévia clinica ou subclinica ao micro-organismo, ja
que individuos com exposicdo prévia a um determinado patdégeno produzem anticorpos mais

rapidamente apds exposicao.

Individuos saudaveis vivendo em area com transmissdo endémica para leptospirose
apresentam maior resposta por IgG do que aqueles que vivem fora do ambiente endémico.

Exposigdo prévia pode levar a um fundo de reatividade e, consequentemente, gerar resultados
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falso-positivos em ensaios diagndésticos, interferindo com a identificacdo de casos verdadeiro-
positivos da doenca, especialmente entre individuos provenientes de area com transmissdo
endémica de leptospirose. Reis e colaboradores relataram uma prevaléncia de aproximadamente
15% de anticorpos anti-leptospira em individuos saudaveis vivendo na comunidade de Pau-da-
Lima (grupo de area altamente endémica), detectados através do MAT. A maior parte dos
anticorpos detectados pelo MAT s&o direcionados ao LPS bacteriano. Os resultados
apresentados aqui mostram, no entanto, que individuos MAT-negativos vivendo em area
altamente endémica para lepstospirose apresentam sororreatividade maior contra proteinas de
leptospira quando comparados a individuos saudaveis que vivem fora do ambiente endémico.
Tais resultados sugerem que antigenos proteicos podem também contribuir para o
desenvolvimento do fundo de reatividade detectado nos individuos saudéveis de area endémica.
Entretanto, € importante ressaltar que a diferenca no fundo de reatividade nos grupos de
individuos saudaveis (provenientes de areas endémica e ndo endémica) é pequena se comparada
ao significativo aumento na resposta IgG de pacientes de fases aguda e convalescente. Os
resultados mostram, ainda, que ndo ha diferenca na resposta contra as proteinas presente no
microarranjo entre individuos saudaveis MAT-positivos e MAT-negativos.

Apesar do fundo de reatividade observado para o grupo de area altamente endémica, foi
possivel identificar diversos antigenos diferencialmente reativos para pacientes de fase aguda
e/ou convalescente quando comparados a esse grupo controle. Tais antigenos podem ser
considerados para uso individual em ensaios do tipo ELISA ou em combinacdo. Obteve-se
maior acuracia na identificacdo de individuos em fase aguda quando 11 antigenos foram
avaliados em combinacéo. Para os pacientes convalescentes, maior acuracia foi obtida com a
combinacdo de 4 antigenos. O uso de um conjunto limitado de antigenos em um ensaio
representaria a melhor opgdo considerando-se aspectos como a complexidade e custos de
producdo. No entanto, o grupo do Dr. Felgner mostrou, em um trabalho publicado em 2008
(31), que a adicdo de antigenos pode levar a reducdo do ruido nos dados introduzido por
variaveis como execucdo em diferentes locais, em momentos distintos e por diversos
operadores. Um ensaio multiplex com o emprego de multiplos antigenos minimizaria o efeito

dessas variaveis, justificando o desenvolvimento de um teste mais robusto.

Cinco das proteinas identificadas nesse estudo ja foram previamente descritas como
sendo sororreativas em pacientes com leptospirose, incluindo os dominios nao idénticos das
proteinas Lig, LipL32, a proteina chaperonina GroEL, DnaK e Loa22 (9, 40, 41). Diferentes
plataformas foram desenvolvidas para o emprego das proteinas Lig como marcadores

soroldgicos para leptospirose humana, com resultados promissores. Ensaios do tipo
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“immunoblot” para detec¢ao de IgM apresentaram melhor desempenho do que o MAT e do que
o teste de ELISA baseado no extrato bacteriano que é comumente empregado no Brasil para o
diagndstico da leptospirose aguda (42). Um novo teste rapido baseado nas proteinas Lig, o DPP,
foi desenvolvido recentemente e também superou o ensaio de ELISA baseado em extrato
bacteriano para o diagnostico de casos graves agudos, especialmente para pacientes no inicio
do curso da doenga (25). Para LipL32, GroEL, DnaK e Loa22, no entanto, os achados ndo foram
tdo promissores (43, 44), embora a combinagdo de LipL32 com LipL21 e OmpLltenha
melhorado o desempenho diagndstico em plataformas ELISA (45). A identificacdo desses
antigenos previamente descritos atua como uma prova de conceito para a plataforma de

descobrimento de novos antigenos através do microarranjo de proteinas.

Os conhecidos antigenos LipL32 e os dominios das proteinas Lig apresentaram melhor
sensibilidade e especificidade dentre todos os antigenos investigados. Depois destes, a proteina
hipotética LIC10215 mostrou melhor acuracia na deteccdo de casos agudos da doenga. Outras
proteinas hipotéticas também classificadas como diferencialmente reativas nesse trabalho
foram LIC11222, LIC11955, LIC10486, LIC11271, LIC10483 and LIC20301. Embora
nenhuma funcédo tenha sido associada a essas proteinas até 0 momento, aqui € mostrado que
elas fazem parte do arsenal proteico de L. interrogans e sdo capazes de induzir uma resposta
imune no hospedeiro uma vez que sdo reconhecidas por soros de individuos infectados.
Inimeros antigenos diferencialmente reativos identificados nesse estudo foram anotados
funcionalmente. Séo eles: L1C20042 (BatC), L1C11889 (FIbB), LIC11573 (GspG), LIC12180
(metil-transferase), LIC11456 (LipL31), LIC11437 (adenilato/guanilato ciclase), LIC12544
(proteina de ligacdo ao DNA), LIC20087 (proteina de membrana externa), LIC10623 (MotB),
LIC11570 (GspD).

Os resultados descritos aqui sdo baseados em um microarranjo de proteinas construido
a partir de um Unico sorovar, L. interrogans sorovar Copenhageni, hibridizado com soros de
pacientes com leptospirose em fase aguda e convalescente provenientes de um sitio de estudo
bem caracterizado em Salvador (22, 27, 46). O estudo foi limitado pelo nimero restrito de
proteinas selecionadas para comporem 0 microarranjo e pela prevaléncia de um sorovar
especifico no sitio de estudo. Estudos complementares serdo necessarios para investigar a
diversidade no perfil de anticorpos apds exposicéo a diferentes sorovares. Todas as amostras
empregadas nesse estudo correspondem a pacientes hospitalizados, sendo importante ressaltar
que a resposta imune pode ser diferente no caso de apresentacOes clinicas mais brandas. Por
fim, a avaliacdo da resposta imune via anticorpos IgM é extremamente importante no

entendimento da cinética da resposta imune humoral contra leptospirose.
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Em outros estudos de microarranjo proteico desse tipo, o grupo do Dr. Felgner observou
que as proteinas ndo sdo reconhecidas aleatoriamente pelo sistema imune e que 0s antigenos
que compartilham determinadas caracteristicas proteicas apresentam maior chance de ser
sororreativos (33, 47). A investigacdo da resposta imune por anticorpos em escala proteémica
permite a classificacdo de caracteristicas relacionadas a antigenicidade. Andlises de
enriquecimento de caracteristicas proteébmicas para reconhecimento de antigenos de leptospira
por anticorpos serd o foco de um estudo em separado, o qual abrangera o genoma codificante
completo de L. interrogans e no qual também sera estudado o perfil de resposta imune humoral
por anticorpos IgM. Nesse estudo, pretende-se hibridizar o microarranjo com um conjunto mais
completo de amostras de soro de individuos infectados em diferentes paises ao redor do mundo
na tentativa de melhor caracterizar o repertorio de anticorpos contra diferentes espécies e

sorovares causadores de leptospirose.

Em resumo, foi descrita uma abordagem de microarranjo proteico para L. interrogans
sorovar Copenhageni e descobriu-se um grupo de 24 antigenos com reatividade aumentada nos
individuos infectados em comparacdo aos individuos saudaveis. Os antigenos identificados
podem ser empregados no melhoramento dos ensaios atualmente disponiveis para o
diagnostico da leptospirose nas unidades primarias de salde nos paises em desenvolvimento.
Os resultados mostram, ainda, que a abordagem empregada € vidvel e pode ser aplicada também
em estudos futuros acerca da resposta imune humoral em outros cenarios epidemioldgicos ao
redor do mundo, para examinar a resposta por anticorpos apés exposicdo a diferentes espécies
de leptospira e determinar o perfil de anticorpos induzidos pelo patégeno em animais

domésticos e outros hospedeiros reservatorios.
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CONCLUSOES

= Foi possivel identificar 24 antigenos cujos niveis de 1gG especifica encontraram-
se aumentados nos pacientes de fase aguda e/ou de fase convalescente quando
comparados aos individuos saudaveis de area hiperendémica;

= Entre o0s antigenos sororreativos identificados, h& antigenos cuja
sororreatividade ja havia sido previamente descrita — como as proteinas Lig, LipL32,
GroEL, Loa22 e DnakK, validando a plataforma de microarranjo de proteinas no
descobrimento de antigenos imunodominantes;

» Individuos saudaveis residentes na comunidade de Pau da Lima apresentam
fundo de reatividade na resposta por anticorpos contra leptospirose quando
comparados e doadores de sangue da cidade de Salvador/BA e a voluntarios
saudaveis estadunidenses;

= Novos antigenos imunodominantes foram identificados nesse estudos, incluindo
proteinas hipotéticas nunca antes descritas;

» Individualmente, as proteinas Lig e LipL32 apresentaram melhor acuracia
diagnostica na identificacao tanto de casos agudos como de casos convalescentes de
leptospirose;

= A combinacdo de 11 antigenos — para casos agudos — e 4 antigenos — para casos
convalescentes — forneceram melhor acuracia diagndstica;

= A plataforma de microarranjo de proteinas se mostrou apropriada para o estudo
da resposta imune por anticorpos em pacientes com leptospirose e identificacdo de

novos marcadores diagnésticos.
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VII.

ANEXO |

Lista de siglas de abreviaturas:

Bahia

do inglés, “Cluster of Differentiation 4”

do inglés, “Cluster of Differentiation 8”

do inglés, “coding sequence”

do inglés, “Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay”
imunoglobulina M

imunoglobulina G

do inglés, “Interquatile Range”

do inglés, “Leptospirosis Burden Epidemiology Reference Group”
do inglés, “Leptospiral ImmunoGlobulin-like”
lipopolissacarideo

do inglés, “MicroAgglutination Test”

do inglés, “National Institutes of Health”

do inglés, “Nod-Like Receptor”

do inglés, “Plimarease Chain Reaction”

do inglés, “Toll-Like Receptor”
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VIII. ANEXO Il
Protocolos de aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa.
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Ministério da Saudea

FIOCRUZ
Fundacio Oswaldo Cruz

Centro de Pesquisas Gongalo Moniz

PARECER N° 76/2005
Protocolo: 175

Projeto de Pesquisa: Um estudo de Leptospirose em Salvador, Bahia:
apresentacéo clinica e diagnostico microbiologico

Pesquisador Responsavel: Dr. Mitermayer Galvio dos Reis

Instituigdo ou Departamento: LPBM/FIOCRUZ

Consideragbes:

Apts analise ética do projeto e realizacao dos esclarecimentos solicitados pelo
responsavel, o CEP considera que o projeto atende aos principios éticos de
autonomia, beneficiéncia, ndo maleficiéncia, equidade e justica.

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisas do Centro de Pesquisas
Gongalo Moniz da Fundagao Oswaldo Cruz (CEP-CPgGM/FIOCRUZ), conforme
atribuicdes conferidas pela CONEP/CNS/MS (Carta Doc.32/04/97), com base na
Resolugac 196/96, julga aprovado o projeto supracitado.

Acrescentamos que conforme a Resolugao 196/86, item Vlll.4c, relatvo a
protocolos que envolvem areas tematicas especiais tais como pesguisas

coordenadas do exterior ou com participacao estrangeira, o refendo projeto sera
encaminhado a CONEP para analise e emissao de parecer final.

Salvadaor, 21 de dézembro de 2008

f P IR |
ql;g Marilda de Soyza Gongalves
T &CP cordenadora
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TRADUGAD PARA O PORTUGUES

Rosemary Kraemer, Ph.D.

Diretora, Programas de Protecio de Pesquisas em Humanos Telefona: 6468-002-8108

Divisdo de Integridade em Pesquisas E-mail:
rikramei@med.comell .edu

Programas de Pesquisa e Patrocinios

407 East, §1% street, 1° Andar

Mova lorque, Mova lorque 10085

3 de Fevergino de 2009

Albert Ko, M.D.

Professor Associado de Medicina

Tipo de Submiss3o: Emernda

Mimeno do Protocolo: BT05001245

Tituls do Protocolo: Lepiospircse Urbana Epidémica em Salvador, Brasil: Um estudo da
apresentagao clinica e desenvolvimento de metodos de diagnastico rapido

Matureza da Emenda: Submiss3o de aplicagio para financiamento (MIAIDYNIH 5 R43 AIOT2858)

Prezado Dr. Ko

0 Comité de Revisio Instiucional (IRB) realizow uma revisdo diligente & aprovou a emenda do protocolks
mencionado acima.

Por favor, ndc hesite em contatar a equipe do escritorio do IRB se vocs fiver quaisquer questoes ou
necessitar de assisténcia para cumprir os termos desta aprovacio.

Arenciosaments,

Rosemary Krasmer, Ph.D.
Diretora, Programas de Protegio de Pesquisas em Humanos

Por favar, note as importantes informagdes sobre esta aprovagio:

» Conformidade das faturas: Esta aprovagao € dependente de aderéncia continua com as politicas
institucionais de conformidade com as faturas.

* Informacio scbre o WCMC-NYP IRBs: Os Comités de Revis3o de Institucional do Weil Comell
Medical College (WCMC)-Mew York Presbyterian (NYP) s3o constituidos conforme requisicdo
Escritoric Federal para Proteges de Pesquisas em Humanos (OHRP). O WCMG tem um
Compromisso de Extensao Federal (FWA) com o OHRP. O nimemo de FAA & PAADDOOD0S3,
Armbos os |RBs da WCOMC-NYF estio registrados sob esta PWA. Os numeros de registros para os
IREs s3o: IRE #1 IRB00000252; & |IRE #2 |IRBO0004327. Se voce precisar de qualquer infl::rTnal;En
Fdicional sobre os termos do PWA do WCME ou dos IRBs do WOEMC, por favor contate
irbifrned.comelledu.
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