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1. INTRODUCAO

A leptospirose € considerada uma zoonose de importancia mundial, por
resultar em altas taxas de mortalidade na sua forma grave, sendo causada por
espiroquetas patogénicas que pertencem ao género Leptospira (LIN, et al., 2008).
A infeccdo em seres humanos ocorre principalmente quando os individuos entram
em contato, direta ou indiretamente, com urina de roedores contendo células
vidveis da bactéria, ou pela ingestdo de agua ou alimentos contaminados
(DESIYUN, et al., 2011). Nos humanos, os sinais referentes a infeccdo pela
bactéria podem sofrer variacbes, pois dependem da viruléncia da Leptospira,
podendo resultar em sintomas mais brandos que podem ser confundidos com
outras doencas, como a gripe, ou até mesmo em sintomas mais graves, como 0
dano hepatico (MCBRIDE, et al., 2005). O diagnostico clinico é dificil,
especialmente nos paises tropicais, onde outras doencas febris como a maléria,
dengue e influenza podem ser semelhantes a leptospirose e tratadas com os
mesmos antibidticos (LEVETT, 2011 e LIN, et al, 2008).

Atualmente, sabe-se que Leptospira, como outras espiroquetas, possui
grande quantidade de lipoproteinas, que podem estar envolvidas nas interacdes
com as células hospedeiras (MATSUNAGA et al., 2003). Portanto, as proteinas
Lig (Leptospiral imunoglobulin-like proteins), como a LigB e o polipeptideo
LigBrep, por estarem localizadas na membrana externa da bactéria e por serem
fortemente reconhecidas pelo soro de pacientes diagnosticados com a doencga,
vem auxiliando no desenvolvimento de testes de diagnéstico rapido para a
leptospirose (CRODA et al., 2007).

Dessa forma, por ser uma das doencas que acarreta maior impacto
econdmico, o correto diagnéstico e a vigilancia epidemioldgica sao fundamentais
para que se possa estabelecer um controle efetivo da disseminacdo do agente
etiolégico da doenca. Assim, este trabalho teve como objetivo padronizar o teste
de ELISA indireto, utilizando a proteina recombinante LigBrep e a cepa
patogénica L. interrogans sorovar Copenhageni inativada como antigenos, para o
diagnéstico da leptospirose humana.

2. METODOLOGIA
Soros: As amostras de soro humano utilizadas nesse trabalho tiveram origem de

pacientes suspeitos de estarem com a doenca, na cidade de Salvador — Bahia e
foram gentiimente cedidas pela FIOCRUZ. Dessa forma, 0s soros positivos
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usados como controles nos diferentes testes de ELISA, também foram obtidos
desses pacientes, tendo sido previamente submetidas a técnica-padrao de
diagnoéstico da doenca, o MAT (teste de microaglutinacdo). Os soros negativos
foram obtidos de pacientes sadios, sem antecedentes clinicos e epidemiolégicos
para a leptospirose.

Preparo do antigeno recombinante LigBrep: A proteina recombinante LigBrep
(rLigBrep) foi clonada e expressada segundo o protocolo descrito por Conrad et al
(2013).

Preparo do antigeno bruto: O antigeno bruto foi preparado de acordo com o
protocolo estabelecido por Ko et al (1999), utilizando-se o cultivo de L. interrogans
sorovar Copenhageni cepa Fiocruz L1-130.

Padronizacdo do ELISA: Para avaliar a melhor concentragdo do antigeno na
sensibilizacdo da placa de ELISA, placas de poliestireno de 96 cavidades foram
sensibilizadas por 1h a 37°C, com 50ng e 100ng/poco da rLigBrep e com
50uL/poco da bactéria inativada, ambas diluidas em tampdo carbonato-
bicarbonato (pH=9,6). Ensaios foram realizados para determinar as diferentes
diluicbes dos soros para o0 anticorpo testado. Assim, os soros foram diluidos a
1:25, 1:50, 1:100, 1:200 para a proteina LigBrep, e 1:200, 1:400, 1:800 e 1:1600
para o antigeno bruto, e incubados durante 1h a 37°C. Em seguida, foram
adicionadas as diferentes concentracdes do anticorpo conjugado com peroxidase,
o anti-humano IgG (1:500, 1:1000, 1:2000 para a LigBrep), e (1:500, 1:1000,
1:2000 para o antigeno bruto), seguido de incubacdo a 37°C durante 1h. As
reacoes foram reveladas com o substrato o-fenilenodiamnina (OPD), adicionado
de perdxido 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 (0,05% de Tween
20).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Tanto em humanos quanto em animais, ainda existe a necessidade da
obtencdo de maiores informacdes, em relacdo ao tipo de resposta imune gerada
através da infeccdo por Leptospira, apesar de estudos apontarem a resposta
imune humoral como a principal (KO et al., 2009). Os anticorpos produzidos pela
infeccdo da bactéria, tornam-se detectaveis entre 0 sexto e décimo dia da doenca,
e comecam a atingir altas quantidades dentro de 3 a 4 semanas. Assim, para
detectar essa infeccdo, é preciso avaliar a presenca do anticorpo IgG, pois este
esta relacionado a infeccdo cronica, onde 0s niveis no soro estdo mais elevados
(CHALAYON et al., 2011).

A fim de que se pudesse padronizar e avaliar o teste de ELISA para o
diagnoéstico sorologico da leptospirose humana, diferentes concentracbes de
antigeno, anticorpo primario e secundario foram testados. As melhores
absorbéancias para o anticorpo anti-humano IgG, foram observadas quando
utilizadas as quantidades de 50ng e 100ng da proteina LigBrep sensibilizada na
placa (Figura 1). Os valores de absorbancias (DOaso) obtidos com quantidade de
50ng de LigBrep variaram entre 1,36-1,38. Ja para a quantidade de 100ng de
antigeno recombinante, as absorbancias variaram entre 1,64 e 1,58.
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Figura 1: Avaliacdo do anticorpo anti-humano IgG nas quantidades de 50ng
e 100ng do antigeno recombinante LigBrep. Utilizando as diluicdes de conjugado

1:500, 1:1000 e 1:2000 e diluicdes do soro

Com base nos diferentes testes de ELISA realizados utilizando-se o antigeno
bruto, foi observado que os valores de absorbancias (DOass0) obtidos para o
anticorpo anti-humano IgG, variavam entre 1,26 e 1,22 (Figura 2).
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Figura 2: Avaliacdo da resposta do anticorpo anti-humano 1gG por ELISA
indireto utilizando o antigeno bruto. As amostras de soro na dilui¢cdo 1:200 e

diluicdo do conjugado 1:1000.

4. CONCLUSOES

Em vista dos resultados do teste de ELISA IgG com soro humano,
utiizando a proteina recombinante LigBrep e o antigeno bruto, obtidos no
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presente estudo, verifica-se que existe a necessidade da realizacdo de futuras
investigagdes, a fim de estabelecer um protocolo mais preciso e, desta forma,
melhorar 0s ensaios imunoenzimaticos para a deteccéo da leptospirose humana.
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