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1. INTRODUCAO

A leptospirose € uma zoonose negligenciada e com distribuicdo mundial,
causada por espiroquetas patogénicas pertencentes ao género Leptospira, capaz
de acometer homens e animais (ESTEVES et al., 2014). Existem fatores que
aumentam a incidéncia da leptospirose, como climas tropicais, aguas estagnadas,
baixos niveis de saneamento e a alta proximidade de animais reservatérios com a
populacdo humana (GUERRA, 2013). Isto resulta em uma estimativa de ocorréncia
de aproximadamente 873.000 casos de leptospirose por ano no mundo, gerando
indices de letalidade superiores a 5% (PICARDEAU et al., 2014).

A infeccdo em humanos pode ocorrer durante a exposicdo direta com
animais infectados, ou indiretamente em contato com ambientes contaminados
pela urina de animais acometidos pela doenca (CRODA et al., 2007). Existem dois
métodos principais para a detec¢do da doenca, sendo elas o teste de diagndstico
padréo-ouro para leptospirose, o Teste de Microaglutinacdo (MAT) e a cultura da
bactéria (BUDIHAL & PERWEZ, 2014). Todavia, ambas técnicas apresentam
limitacdes, e a caréncia de um diagndstico laboratorial rapido, barato e eficaz, faz
com gue em muitos casos essa doenca seja diagnosticada incorretamente
(MCBRIDE et al., 2005).

Uma alternativa de um teste de diagnostico rapido, € a utilizacdo de
proteinas Lig (Leptospiral imunoglobulin-like), como o polipeptideo LigBrep, por
estarem presentes na membrana externa da bactéria e consequentemente, serem
reconhecidas por soros de pacientes com a doenca (CRODA et al., 2007). Dessa
forma, este trabalho teve como objetivo padronizar o teste de ELISA indireto,
utilizando a proteina rLigBrep como antigeno, para o desenvolvimento de um teste
diagnéstico mais eficaz para a leptospirose humana.

2. METODOLOGIA

Soros:

As amostras de soro humano tiveram origens de pacientes suspeitos de estarem
com a doenca, na cidade de Salvador — Bahia, as quais foram gentilmente cedidas
pela FIOCRUZ e também, amostras decorrentes do projeto de vigilancia realizado
na cidade de Pelotas — Rio Grande do Sul. Todas as amostras foram previamente
submetidas a técnica-padrdo ouro de diagnostico da doenca, o MAT,
caracterizando-as como positivas ou negativas para a doenca.
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Preparacao da rLigBrep:
A proteina recombinante LigBrep (rLigBrep) foi clonada e expressada segundo o
protocolo descrito por Conrad et al (2013).

Padronizacao do ELISA:

Para avaliar a melhor concentracdo do antigeno na sensibilizacdo da placa de
ELISA, placas de poliestireno de 96 cavidades foram sensibilizadas overnight, com
50 ng, 100 ng, 150 ng e 200 ng/poco da rLigBrep (anticorpo anti-humano IgM) e 50
ng e 100 ng/poco da rLigBrep (anticorpo anti-humano IgG), todas diluidas em
tampao carbonato-bicarbonato (pH=9,6). Ensaios foram realizados para determinar
as diferentes diluicbes dos soros para o anticorpo testado. Assim, 0s soros foram
diluidos a 1:50, 1:100, 1:200 e 1:400 para a proteina rLigBrep, e incubados durante
1h a 37°C. Em seguida, foram adicionadas as diferentes concentracbes do
anticorpo anti-humano IgG conjugado com peroxidase, diluidos em 1:1000, 1:2000,
1:4000 e 1:6000, seguido de incubacdo a 37°C durante 1h. As reacdes foram
reveladas com o substrato o-fenilenodiamnina (OPD), adicionado de peréxido de
hidrogénio, e a placa armazenada no escuro por 15 minutos. A absorbancia foi
avaliada a 450nm usando um leitor de placas de ELISA. Entre as diferentes etapas,
as placas foram lavadas 3 vezes com PBS-T (PBS 0,05% de Tween 20).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A fase de incubacao ara o aparecimento de sintomas da leptospirose demora
em média de 7 a 12 dias. Sendo assim, anticorpos IgM tornam-se detectaveis
durante a primeira semana da doenca, permitindo o diagndstico correto e o
tratamento ser iniciado. A maioria dos casos de leptospirose sao diagnosticados
por sorologia, porque a capacidade de deteccdo por outras técnicas, como a de
cultura e a de PCR é limitada (HAAKE & LEVETT, 2015). No entanto, a
especificidade de deteccdo de IgM por ELISA seja afetada pelo antigeno utilizado
no ensaio, este permite que seja possivel o diagndéstico precoce da doenca
(BAJANI et al., 2003).

Os anticorpos IgG, comecam a atingir altas quantidades no sangue, de 3-4
semanas apos a infeccao pela bactéria. Sendo assim, a avaliacdo da presenca do
anticorpo IgG, é necessaria para o diagnéstico tardio da doenca, pois este esta
relacionado a infec¢éo cronica da doenca (CHALAYON et al., 2011).

Tendo como finalidade, o desenvolvimento de um teste de diagndstico para
ambos o0s anticorpos citados, foram avaliadas diferentes concentracdes de
antigeno, anticorpo primario e secundario, para a padronizacdo dos testes. Com
isso, pode-se analisar as concentracfes avaliadas para o anticorpo anti-humano
IgM (Figura 1) e para o anticorpo anti-humano IgG (Figura 2).

Para o anticorpo anti-humano IgM, observou-se que entre as diferentes
quantidades de antigeno utilizadas nos diferentes testes, os valores de
absorbancias (DOa4s0) foram mais relevantes nas diluicbes de 1:100 dos soros e
1:2000 do anticorpo secundario, tendo valores variando entre 0,098 — 0,100; 0,083
- 0,094, 0,115 - 0,109 e 0,109 - 0,09, para as quantidades de 50 ng, 100 ng, 150
ng e 200 ng de rLigBrep, respectivamente, Figura 1.
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Figura 1: Avaliacdo do anticorpo anti-humano IgM nas quantidades de 50 ng, 100
ng, 150 ng e 200 ng do antigeno recombinante LigBrep. Utilizando as diluigcbes de
conjugado 1:1000, 1:2000, 1:4000 e 1:6000 e diluicdes dos soros 1:50, 1:100,
1:200 e 1:400.

Em relacdo ao anticorpo anti-humano IgG, os valores de absorbancias (DOa4s0)
mais satisfatorios obtidos com a quantidade de 50 ng de rLigBrep variaram entre
0,53-0,78. Sendo esses valores relacionados a diluicdo de soro 1:100 e diluicdo do
anticorpo secundario 1:1000. Porém, para a quantidade de 100 ng de antigeno
recombinante, as absorbancias mais desejaveis estavam relacionadas a diluicao
de soro 1:100 e 1:200 e diluicdo do anticorpo secundario 1:1000 e 1:2000.
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Figura 2: Avaliagao do anticorpo anti-humano IgG nas quantidades de 50 ng e
100 ng do antigeno recombinante LigBrep. Utilizando as diluicdes de conjugado
1:1000, 1:2000, 1:4000 e 1:6000 e diluicdes dos soros 1:50, 1:100, 1:200 e 1:400.

4. CONCLUSOES



Tendo em vista os resultados alcancados nos diferentes testes de ELISA
para os anticorpos anti-humano IgM e IgG, utilizando a proteina rLigBrep, constata-
se a necessidade da realizacéo de testes adicionais confirmatérios dos resultados
obtidos no presente estudo, para que entéo, seja possivel a detec¢do mais precisa
da leptospirose humana, através de ensaios imunoenzimaticos.
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