APPLICATION OF RECOMBINANT OUTER MEMBRANE
PROTEIN IN SERODIAGNOSIS OF LEPTOSPIROSIS

NATTAVUT WONGDEETHAI

A THESIS SUBMITTED IN PARTIAL FULFILLMENT
OF THE REQUIREMENTS FOR
THE DEGREE OF MASTER OF SCIENCE
(TROPICAL MEDICINE)
FACULTY OF GRADUATE STUDIES
MAHIDOL UNIVERSITY
2008

COPYRIGHT OF MAHIDOL UNIVERSITY



Fac. of Grad. Studies, Mahidol Univ. Thesis /v

mswaauaz ¥ aeuduuun llsawionmiairainene lsaal Tea U Tsda

(APPLICATION OF RECOMBINANT OUTER MEMBRANE PROTEIN IN
SERODIAGNOSIS OF LEPTOSPIROSIS)

79 2984 Ine 4737014 TMTM/M
M. @Imansuaiow

AMZATTUMIAILANINGINUS: 513501 neduwz@, Ph.D. (Microbiology), waild e
wTuwaj, Ph.D. (Molecular Microbiology), 213 desl¥@na, Ph.D. (Microbiology),

HUae1 ouUNI AU, Ph.D. (Medical Technology)
UNAAgD

[

Y 1
anuhlumsdnanelsamil laa U 1sFariu  danudnaniuesess MIniram

]

a o U [~ a 8 A aa o .
nouaved lugsudihe Wudnisnisiiaulalumsasiitdenelsa LA0730 uaz LigA

Y o

Tisau gmﬁ@ﬂmﬁl%’iuﬂﬁﬁﬂmﬂiﬁqfr%‘ﬂ'em‘ﬁuuuﬁiﬂiauﬁ'lﬂﬁwummﬂﬁauﬂmﬁuﬁamaﬂﬂiau
SiignvuzmilouiuTusiunnidfeny Tna s lusssunanie i TsAuaesringminllaa
hmudmiumsaiueudued eudvedi dvzganaaeufulysausniiededs Western blot
wunFsunyisumedy LA0730 wag LigA v!liv‘imf]ﬁ?mﬁﬂﬂiﬁuaﬁﬂmm%@mﬂimﬂﬂm
Seuduuuildsauldgmilunadeusudsuauld  wadsingh  @unsaasrenuueufuedse
LigA Tsauldludsudihoallaalalsda udnoudved liinljasedy LAO730 s safu 3
aouduunt LigA Tusau Sagnih U1 lumsassnuendvedludsudihual gl lsde Tae
¥asunndiheTasTsaiiinifaidqe uazaudadidunguafioifioeuTasds ELISA wamsanun
wun annuhlumsasramueudvedluszez acute phase wila IgM uaz 19gG iy 70%
uag 73% muaiay ummmm%%qwﬁmﬂu 82% iflonatanvos IgM waz 1gGgningINnu
dmvsusyey convalescence phase a2 135 59% ez 68% dmsy IgM uaz 1gG
WA uazqaﬁmﬂu 77% Lﬁawagﬂﬁwmmuﬁu uaﬂmmfummm%"uwwGuaﬁ%fré’qqﬁq
94% g5y IgM ez 98% dwisu 1gG Wuditihauler 35 ELISA Famnsaasramunaunly
nquitina MAT fuay Taenudilesses acute phase lifwauan 62% uasdilesses
convalescence phase l¥mauan 72% Fuhu3Emsasinueudueide LigA TiUsaulaeds

Y ¥ v Y
ELISA viuamnsohuniauuwenisdnensTsamil Taalulsdaluszozisuusnvaamsaaro 1a.

139 wih




Fac. of Grad. Studies, Mahidol Univ. Thesis / iv

APPLICATION OF RECOMBINANT OUTER MEMBRANE PROTEIN IN
SERODIAGNOSIS OF LEPTOSPIROSIS

NATTAVUT WONGDEETHAI 4737014 TMTM/M
M.Sc. (TROPICAL MEDICINE)

THESIS ADVISORS: THAREERAT KALAMBAHETI, Ph.D. (Microbiology),
POTJANEE SRIMANOTE, Ph.D. (Molecular Microbiology), VAREE
WONGCHOTIGUL, Ph.D. (Microbiology), NITAYA INDRAWATTANA, Ph.D.
(Medical Technology)

ABSTRACT

The rapid diagnosis of leptospirosis is extremely important, and the standard
diagnosis of leptospirosis was based on serological testing. Leptospiral recombinant
lipoproteins LA0730 and LigA were selected to investigate their serodiagnostic application.
Mice were immunized with the recombinant proteins and the specific antibodies obtained were
reacted with leptospiral whole-cell antigen. By Western blot technique, mice anti LigA and
anti LAQO730 reacted with leptospiral cell lysate. By the same technique, rLigA protein reacted
with leptospirosis patient sera, while rLA0730 protein did not. Therefore, immunogenic rLigA
was used as an ELISA antigen for detecting IgM and IgG in leptospirosis patient sera. Sera of
other febrile illnesses and healthy individuals were included as controls. The sensitivity of
IgM- and 1gG-based ELISA during the acute phase of illness was 70 and 73%, respectively.
When the positive results from IgM- and IgG-based ELISA were combined, sensitivity
increased to 82%. For convalescent sera, 59 and 68% were positive for IgM- and 1gG-based
ELISA, respectively; thus, sensitivity also increased (to 77%) using combined ELISA. The
specificity of rLigA-based ELISA was 94 and 98% for IgM and 1gG ELISA, respectively.
Interestingly, when the results from rLigA-based-IgM and IgG-ELISA were combined, 62%
of acute phase sera, and 72% of convalescence-phase sera from MAT-negative leptospirosis
were diagnosed positive. Therefore, rLigA-based serology has a high potential for the early

diagnosis of leptospirosis.
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	บทคัดย่อ
	ความไวในการวินิจฉัยโรคเลปโตสไปโรซีสนั้น มีความสำคัญเป็นอย่างยิ่ง การตรวจหาแอนติบอดีในซีรั่มผู้ป่วย เป็นอีกวิธีหนึ่งที่น่าสนใจในการตรวจวินิจฉัยโรค LA0730 และ LigA โปรตีน ถูกเลือกมาใช้ในการศึกษาครั้งนี้ รีคอมบิแนนท์โปรตีนที่ได้จะนำมาทดสอบคุณสมบัติของโปรตีน ว่ามีลักษณะเหมือนกับโปรตีนจากเชื้อเลปโตสไปราในธรรมชาติหรือไม่ โปรตีนทั้งสองชนิดถูกนำไปฉีดในหนูสำหรับการสร้างแอนติบอดี แอนติบอดีที่ได้จะถูกทดสอบกับโปรตีนจากเชื้อด้วยวิธี Western blot พบว่าซีรั่มหนูที่จำเพาะกับ LA0730 และ LigA ไม่ทำปฏิกิริยากับโปรตีนสกัดจากเชื้อเลปโตสไปรา       รีคอมบิแนนท์โปรตีนได้ถูกนำไปทดสอบกับซีรั่มคนไข้ ผลปรากฏว่า สามารถตรวจพบแอนติบอดีต่อ LigA โปรตีนได้ในซีรั่มผู้ป่วยเลปโตสไปโรซีส แต่แอนติบอดีไม่ทำปฏิกิริยากับ LA0730 เลย ดังนั้น รีคอมบิแนนท์ LigA โปรตีน จึงถูกนำไปใช้ในการตรวจหาแอนติบอดีในซีรั่มผู้ป่วยเลปโตสไปโรซีส โดยใช้ซีรั่มจากผู้ป่วยโดยโรคที่ทำให้เกิดไข้สูง และคนปกติเป็นกลุ่มเปรียบเทียบโดยวิธี ELISA ผลการศึกษาพบว่า ค่าความไวในการตรวจหาแอนติบอดีในระยะ acute phase ชนิด IgM และ IgG เท่ากับ 70% และ 73% ตามลำดับ และค่าความไวจะสูงขึ้นเป็น 82% เมื่อผลบวกของ IgM และ IgGถูกนำมารวมกัน สำหรับระยะ convalescence phase ค่าความไวให้ที่ 59% และ 68% สำหรับ IgM และ IgG ตามลำดับ และสูงขึ้นเป็น 77% เมื่อผลถูกนำมารวมกัน นอกจากนั้นค่าความจำเพาะของวิธีนี้ยังสูงถึง 94% สำหรับ IgM และ 98% สำหรับ IgG เป็นที่น่าสนใจว่า วิธี ELISA นี้สามารถตรวจพบผลบวกในกลุ่มที่มีผล MAT เป็นลบ โดยพบผู้ป่วยระยะ acute phase ให้ผลบวก 62% และผู้ป่วยระยะ convalescence phase ให้ผลบวก 72% ดังนั้นวิธีการตรวจหาแอนติบอดีต่อ LigA โปรตีนโดยวิธี ELISA นั้นสามารถนำมาพัฒนาเพื่อการวินิจฉัยโรคเลปโตสไปโรซีสในระยะเริ่มแรกของการติดเชื้อได้.





