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Resumo 

 

GONÇALVES, Caroline Amurim da Silva. Desenvolvimento de um ELISA com a 

proteína recombinante LigBrep para o diagnóstico de leptospirose. 2017. 68f. 

Dissertação (mestrado) – Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia. 

Universidade Federal de Pelotas, Pelotas. 

 

Leptospirose é uma zoonose causada pela infecção de espiroquetas patogênicas do 

gênero Leptospira. Possui como portadores da bactéria, os animais selvagens e 

domésticos. Os humanos são considerados hospedeiros acidentais, por contraírem a 

leptospirose a partir de uma fonte de infecção animal, principalmente através dos 

caninos. São reportados, anualmente, mais de 1 milhão de casos severos de 

leptospirose no mundo, resultando em aproximadamente 59 mil mortes. O teste de 

diagnóstico considerado padrão para leptospirose é o Teste de microaglutinação 

(MAT). Porém, o MAT apresenta limitações, como a dificuldade na execução, pois 

necessita do cultivo de cepas vivas, além de ser um teste subjetivo e apresentar baixa 

sensibilidade na fase aguda da doença. Dessa forma, existe a necessidade no 

desenvolvimento de novos testes de diagnóstico, que sejam mais rápidos e eficazes. 

Sendo assim, esse trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de um Teste 

Imunoenzimático (ELISA) baseado na detecção de anticorpos IgG e IgM nos soros 

humanos e caninos, utilizando como antígeno a proteína rLigBrep e a rLipL32. Na 

análise dos soros humanos individuais com o uso do anticorpo IgM os resultados de 

sensibilidade e especificidade foram de 87,0% e 100%, respectivamente. Com o 

anticorpo IgG o valor de sensibilidade do teste foi de 92,7% e a especificidade de 

71,4%. Dentre os testes com soros caninos avaliando o anticorpo IgG, com a proteína 

rLigBrep os resultados foram de 99,2% e 95,5% de sensibilidade e especificidade, 

respectivamente. Avaliando os mesmos soros caninos com a proteína rLipL32, o valor 

de sensibilidade foi de 90% e especificidade do teste foi de 91%. O valor da análise 

Kappa dos testes caninos com as proteínas rLigBrep foi de 0,94 e com a rLipL32 foi 

de 0,790, demonstrando alta concordância com o teste de diagnóstico padrão. Com 

isso, o teste de ELISA com a proteína rLigBrep apresenta resultados mais promissores 

do que a proteína rLipL32, sendo uma proteína importante no auxílio para o 

desenvolvimento de novos testes diagnósticos para leptospirose.  
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Abstract 

GONÇALVES, Caroline Amurim da Silva. Development of an ELISA with 

recombinant LigBrep protein for the diagnosis of leptospirosis. Development of 

an ELISA with recombinant LigBrep protein for the diagnosis of leptospirosis. 

2017. 68f. Dissertação (mestrado) – Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia. 

Universidade Federal de Pelotas, Pelotas. 

 

Leptospirosis is a zoonosis caused by infection of pathogenic spirochetes of the genus 

Leptospira. It possesses as carriers of the bacterium, wild and domestic animals. 

Humans are considered accidental hosts because they contract leptospirosis from a 

source of animal infection, mainly through the canines. More than 1 million severe 

cases of leptospirosis worldwide are reported annually, resulting in approximately 

59,000 deaths. The standard diagnostic test for leptospirosis is the Micro Agglutination 

Test (MAT). However, the MAT has limitations such as difficulty in execution, since it 

requires the cultivation of live strains, it is a subjective test and has low sensitivity in 

the acute phase of the disease. Thus, there is a need to develop new diagnostic tests 

that are faster and more effective. The objective of this study was to develop an 

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) based on the detection of IgG and IgM 

antibodies in human and canine sera using rLigBrep and rLipL32 as the antigen for the 

diagnosis of human and canine leptospirosis. In the analysis of the individual human 

sera with IgM antibody the sensitivity and specificity were 87.0 and 100%, respectively. 

With the IgG antibody the sensitivity of the test was 92.7% and the specificity was 

71.4%. In the tests with canine sera, IgG antibody and rLigBrep the results were 99.2 

and 95.5% sensitivity and specificity, respectively. Evaluating the same canine sera 

with the rLipL32 protein, the sensitivity was 90% and specificity was 91%. The Kappa 

analysis of the canine tests with rLigBrep was 0.94 and with rLipL32 it was 0.790, 

demonstrating high agreement with the standard diagnostic test. Thus, the ELISA test 

with the rLigBrep protein presents more promising results than the rLipL32 protein, 

being an important protein in the aid for the development of new diagnostic tests for 

leptospirosis. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. Leptospira spp. 
 

Os agentes causadores da leptospirose são bactérias que pertencem à ordem 

Spirochaetales, família Leptospiraceae e gênero Leptospira. Compreendem 22 

espécies, sendo 10 espécies patogênicas: L. interrogans, L. kirschneri, L. 

borgpetersenii, L. santarosai, L. noguchii, L. weilii, L. alexanderi, L. kmetyi, L. alstonii 

e L. mayottensis, cinco espécies intermediárias: L. inadai, L. broomii, L. fainei, L. wolffii 

e L. licerasiae e sete espécies saprófitas: L. biflexa, L. wolbachii, L. meyeri, L. 

vanthielii, L. terpstrae, L. idonii e L. yanagawae, com mais de 260 sorovares 

patogênicos e mais de 60 sorovares saprófitas (Bourhy et al., 2014, Adler and de la 

Pena Moctezuma, 2010, Levett, 2001). 

As leptospiras patogênicas têm a capacidade de infectar uma ampla gama de 

hospedeiros, já as espécies intermediárias foram isoladas de humanos e animais 

infectados que podem ser a causa de uma variedade de manifestações clínicas 

diferentes do habitual e as leptospiras saprófitas são bactérias presentes no ambiente 

incapazes de infectar animais e humanos (Adler, 2015). 

As leptospiras são bactérias Gram-negativas, composta por uma membrana 

externa e interna e uma parede celular de peptidoglicano associado a membrana 

interna (Dellagostin et al., 2011). Os polissacarídeos (LPS) estão presentes na 

membrana externa e são as variações dos carboidratos que compõem os LPS que 

determinam os diversos tipos de sorovares existentes (Cerqueira and Picardeau, 

2009). Outras proteínas de membrana junto com os LPS, constituem os principais 

fatores de virulência da bactéria (Adler and de la Pena Moctezuma, 2010).  

Leptospiras são bactérias aeróbicas obrigatórias com temperatura ótima de 

crescimento variando entre 28-30 ºC. Possuem de 6-20 µm de comprimento, 0,1 µm 

de diâmetro, e dois flagelos localizados em cada extremidade, encontrados imersos 

no espaço periplasmático, diferente da maioria das bactérias. Alterações 

morfológicas, como o característico formato de gancho é devido as rotações que os 

flagelos induzem, o que permite a mobilidade das leptospiras em ambientes aquosos 

(Levett, 2001, Bharti et al., 2003). 
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As bactérias crescem em meio enriquecido com sais de amônio, vitaminas B1 

e B12 e ácidos graxos de cadeia longa. Esses ácidos graxos são a única fonte de 

carbono (Adler and de la Pena Moctezuma, 2010). O principal meio para crescimento 

de Leptospira spp, é o Ellinghausen-McCullough modificado por Johnson e Harris 

(EMJH), composto por ácido oleico, polisorbato 80 e albumina sérica bovina, podendo 

ser suplementado com soro de coelho e piruvato. Para inibir o crescimento de 

contaminantes, podem ser adicionados 5-fluorouracilo, gentamicina, ácido nalidíxico 

e rifampicina (Faine et al., 1999). 

 

2.2. Etiologia e Epidemiologia 
 

Leptospirose é uma zoonose de distribuição global, causada por espiroquetas 

patogênicas do gênero Leptospira, uma bactéria Gram-negativa sendo um sério 

problema de saúde pública no mundo (Bharti et al., 2003, Desvars et al., 2011, 

Fornazari et al., 2012, Jorge et al., 2015). É uma doença endêmica em países 

tropicais, devido as condições geoclimáticas e sociais, favorecendo a transmissão e 

contribuindo com o aumento da incidência (Guerra, 2013). Além disso, algumas 

profissões, incluindo veterinários, agricultores, açougueiros, pescadores, 

trabalhadores de matadouros e de manutenção de esgoto, tem maior risco de infecção 

pela bactéria (Alavi and Khoshkho, 2014).  

A maioria dos animais, incluindo selvagens, domésticos e os humanos, podem 

ser afetados pela leptospirose (Adler and de la Pena Moctezuma, 2010). Como um 

animal reservatório típico, os roedores carregam L. interrogans em seus rins que são 

excretadas pela urina, contaminando o ambiente (Xue et al., 2010). Humanos e 

animais, como os cães, suínos e bovinos, podem ser infectados por leptospiras 

através do contato direto ou indireto com água, urina e solo contaminados ou através 

do contato com animais infectados (Brownlow et al., 2014). As bactérias penetram no 

hospedeiro por meio de abrasões na pele ou pelas membranas mucosas, 

disseminando rapidamente através do sangue até invadir órgãos e tecidos (King et al., 

2014).   

Foi estimando, no ano de 1999, que o número de casos de leptospirose no 

mundo era de mais de 500 mil ao ano, resultando em 50 mil casos fatais (OMS, 1999). 

Em 2014, o número aumentou para 873 mil casos por ano com 49 mil obtidos 
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causados por leptospirose (Picardeau et al., 2014). No ano de 2015, a estimativa de 

casos aumentou para 1.03 milhões e 58,9 mil mortes ao redor do mundo. A maior 

proporção de casos e mortes ocorre no sexo masculino na faixa etária de 20-49 anos 

de idade (Costa et al., 2015).   

No Brasil, a leptospirose é endêmica durante o ano todo, atingindo todas as 

regiões, tornando-se epidêmica quando associada a índices pluviométricos elevados 

decorrentes de enchentes, especialmente em aglomerações urbanas de baixa renda, 

condições precárias de infraestrutura sanitária e presença de altas populações de 

roedores. No período entre os anos 2000-2010, a média anual de casos no Brasil foi 

de 3.438, totalizando 146.803 casos, sendo 37.824 confirmados e 4.029 óbitos, com 

taxa de incidência no país de 1,8/100 mil habitantes. Entre esses anos, os casos foram 

concentrados nos estados do Sudeste e Sul, representando 69,1% do total do país. 

Entre os anos 2010-2014 foram confirmados 20.810 casos de leptospirose, com média 

anual de 4.162 casos confirmados e 1.694 óbitos, representando uma taxa de 

incidência média de 2,1/100 mil habitantes. Os Estados com maior número de casos 

da doença foram observados novamente no Sudeste e Sul (Ministério da Saúde, 

2016).  

 

2.3. Controle 
 

 O controle a nível de saúde pública, deveria ser voltado para os principais 

reservatórios de leptospiras nas cidades (ratos e cães) e nas áreas rurais (roedores 

selvagens, gado e gambá). Sendo necessárias para isso, algumas medidas 

preventivas: remoção de lixo em áreas urbanas, afastar ratos de rios e riachos para 

prevenir a contaminação de águas e melhorar o saneamento básico (Ricaldi and 

Vinetz, 2006, McBride et al., 2005). Porém, os programas de erradicação da doença, 

geralmente são em locais de grande aglomeração de pessoas e em populações de 

baixa renda, fazendo com que aumente a probabilidade de transmissão da doença 

para humanos (Talpada et al., 2003).    

 A vacinação também é uma forma de prevenção da doença. Podem ser 

eficazes contra os sorovares mais prevalentes em uma determinada espécie em cada 

região (Subharat et al., 2011). Porém, o controle da leptospirose é diferente para cada 

espécie de hospedeiro e para cada sorogrupo de Leptospira (Mughini-Gras et al., 
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2014). A vacina mais comumente utilizada para leptospirose é composta por 

bacterina, amplamente utilizada para uso veterinário e permitida em alguns países, 

para uso em humanos (Ricaldi and Vinetz, 2006).  

 Nessa vacina, não estão inclusos todos os sorovares importantes, permitindo 

que sorovares de outra espécie possam infectar animais supostamente protegidos, 

tornando os humanos suscetíveis a infecção através do contato direto ou indireto com 

a fonte contaminada (Ricaldi et al., 2012). As vacinas comerciais são mundialmente 

disponíveis para bovinos, suínos e caninos. A maioria das vacinas bovinas possuem 

em sua formulação, pelo menos o sorovar Hardjo. Já as vacinas caninas possuem 

geralmente os sorovares Canicola e Icterohaemorrhagiae. Na Europa, foi 

acrescentada na vacina os sorovares Grippotyphosa, Australis e Sejroe. As vacinas 

suínas em geral incluem um ou mais dos sorovares Pomona, Grippotyphosa, 

Bratislava, Canicola e Icterohaemorrhagiae, sabendo que o sorovar Bratislava é 

relatado como sendo abortivo nesses animais (Adler and de la Pena Moctezuma, 

2010, Ellis, 2010).  

Para uso em humanos, esse tipo de vacina apenas é permitido nos seguintes 

países: Cuba, Japão, China e França. Seu uso é limitado devido a vários fatores: 

efeitos colaterais, sorovar-específico e a necessidade de reforços de imunizações 

para manter os títulos de anticorpos protetores. Além disso, quando uma população é 

vacinada, sorovares não incluídos na preparação vacinal, podem causar novos surtos 

(Dellagostin et al., 2011, Hartskeerl et al., 2011). Cães imunizados podem ser 

infectados com sorovares diferentes dos contidos nas vacinas, podendo transmitir 

leptospirose para os humanos (Prescott, 2008). Sendo assim, um programa de 

vacinação bem-sucedido, exige estudos epidemiológicos contínuos para avaliar a 

incidência de diferentes sorovares em uma determinada região (Adler and de la Pena 

Moctezuma, 2010). 

2.4. Relação entre cães e humanos 
 

Os cães são continuamente expostos a diversos fatores de risco, pois possuem 

acesso livre a ambientes contaminados (Miraglia et al., 2012). Os sorovares mais 

prevalentes em caninos são Canicola e Icterohaemorrhagiae (Jorge et al., 2015). 

Estudos realizados em São Paulo e na Bahia, mostram que a maioria dos casos de 

leptospirose humana são causadas pelo sorogrupo Icterohaemorrhagiae, onde o 
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sorovar predominante é o Copenhageni (Blanco et al., 2016). Dessa forma, os caninos 

são considerados reservatórios de grande importância para a infecção em humanos 

em muitos países tropicais, incluindo o Brasil (Oliveira et al., 2010). Estudos realizados 

no Sul do País, demonstram que não há a prevalência de um sorovar, encontrando 

amostras positivas para diversos sorovares, como: Hardjobovis, Wolffi, 

Grippotyphosa, Canicola, Copenhageni, Australis, Bratislava e Pomona (Topazio et 

al., 2015).  

 Os caninos são hospedeiros de L. interrogans sorogrupo Canicola (Kamath et 

al., 2014). Em relação a sororeatividade a Icterohaemorrhagiae, está relacionado ao 

contato direto ou indireto de cães com roedores, o maior reservatório deste sorogrupo 

e o mais importante nas áreas urbanas (Munoz-Zanzi et al., 2014). O sorogrupo 

Australis pode ser associado com a doença severa em caninos e é o segundo mais 

comum em causar leptospirose em cães (Major et al., 2014, Schuller et al., 2015). A 

reação com o sorogrupo Ballum é a mais comum entre os caninos não vacinados, 

devido a exposição com ratos e camundongos que são hospedeiros desse sorogrupo. 

Esses sorogrupos têm grande importância na leptospirose humana em muitas partes 

do mundo (Thornley et al., 2002, Vieira et al., 2006, Storck et al., 2008). Dessa forma, 

os cães podem servir como indicadores da presença destes sorogrupos no ambiente 

(Schuller et al., 2015).  

Esses animais são importantes para a patogênese da leptospirose podendo 

transmitir a doença para humanos através da disseminação desses sorovares através 

da urina infectada (Jorge et al., 2015, Lelu et al., 2015). Em cães, a forma mais 

comumente reconhecida da doença é a subaguda, porém a maioria das infecções em 

caninos são crônicas e subclínica e assim colocando em risco de infecção as pessoas 

pelo contato com cães doentes e por aqueles animais subclinicamente infectados 

(Cameron et al., 2008).  

Seria de grande utilidade, se os veterinários fossem obrigados a relatar casos 

caninos de leptospirose às autoridades de saúde pública, pois isso poderia auxiliar 

sobre o risco de leptospirose para os humanos e consequentemente na prevenção da 

doença (Bleich and Nicklas, 2008).  

 
 



19 
 

 

2.5. Patogênese 

 

As leptospiras possuem a capacidade de penetrar a pele através de pequenas 

abrasões ou cortes e pelas membranas mucosas, como as mucosas nasais e bucais. 

A fase inicial da doença começa depois da entrada das bactérias no hospedeiro, com 

a rápida multiplicação de leptospiras no sangue, fenômeno conhecido por 

leptospiremia (Barocchi et al., 2002). O alto nível de leptospiras no sangue e tecidos 

provocam lesões devido a ação de toxinas ou de componentes celulares tóxicos, 

começando a aparecer os sintomas da doença no hospedeiro (Ko et al., 2009, Adler 

and de la Pena Moctezuma, 2010). As leptospiras possuem um mecanismo 

característico para evasão do sistema imune inato, durante a fase inicial da infecção. 

Isso acontece devido à resistência ao sistema complemento, através do recrutamento 

do Fator H para a superfície bacteriana, mediado por proteínas Len (leptospiral 

endostatin like) como a LenA e LenB que adquirem o Fator H do complemento ou 

através de C4BP (complemento de ligação C4b hospedeiro cadeia alfa da proteína) 

que liga-se a superfície de leptospira, promovendo a inibição do sistema complemento 

(Stevenson et al., 2007, Barbosa et al., 2010).  

Após a infecção se instalar no hospedeiro, pode ocorrer a evolução para uma 

doença aguda, resultando no desenvolvimento da imunidade protetora, na eliminação 

do agente causador da doença ou o hospedeiro pode desenvolver o estado de 

portador crônico (Athanazio et al., 2008). Após a fase inicial, essas bactérias através 

de sua motilidade, migram para órgãos como rins, pulmões e fígado (Lambert et al., 

2012). Nos rins, o lúmen dos túbulos renais é o local onde a concentração de 

anticorpos é baixa, tornando um local ideal para as leptospiras conseguir escapar do 

sistema imune (Faine et al., 1999). Os rins que apresentam colonização por 

leptospiras exibem nefrite túbulo-intersticial, necrose tubular e hemorragias (Nally et 

al., 2004). No fígado, as leptospiras causam dano hepatocelular, com perda tecidual 

e inflamação (Faine et al., 1999). Já o dano pulmonar ocorre devido a hemorragias 

intra-alveolares, resultando em insuficiência respiratória (Pereira et al., 2005, Gouveia 

et al., 2008). 
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2.5.1. Fatores de virulência 

A membrana das leptospiras são compostas por lipopolissacarídeos (LPS), 

lipoproteínas e peptidoglicanos (Cullen et al., 2005). Os LPS presentes nas 

leptospiras, ativam nas células humanas os receptores TLR2 e em camundongos, 

ativam os receptores TLR2 e TLR4, indicando diferenças espécie-específica em 

relação a ativação dos receptores, demonstrando um papel importante na patogênese 

da doença (Yang et al., 2006). Os peptidoglicanos das leptospiras induzem a liberação 

do fator alfa necrose tumoral (TNF-) de monócitos através de efeitos endotóxicos.    

As lipoproteínas são componentes fundamentais das membranas de 

leptospiras, contendo mais de 145 genes que codificam para prováveis lipoproteínas 

e OMPs (Viratyosin et al., 2008, Yang et al., 2006). Entre elas se destacam: a 

leptospiral immunoglobulin-like (Lig) , Loa22, LipL32, OmpL1, LenA, LenD, OmpL36, 

OmpL37, OmpL47 e OmpL54 (Ko et al., 2009, Lo et al., 2009). Em relação as Ligs, as 

proteínas LigA, presente apenas nas espécies L. interrogans e L. kirschneri, e LigB 

que são expressas em todas as espécies patogênicas de Leptospira, possuem a 

capacidade de se aderir a fibronectina, colágeno e laminina, servindo como adesinas 

no processo de colonização dos tecidos nos hospedeiros (Matsunaga et al., 2003, 

Choy et al., 2007). O polipeptídeo LigBrep, é uma região idêntica compartilhada entre 

as proteínas LigA e LigB, presentes na membrana externa da bactéria e 

consequentemente, são reconhecidas por soros de pacientes com a doença (Croda 

et al., 2007). 

A lipoproteína Loa22 é um fator de virulência exposta na superfície bacteriana, 

é reconhecida por soros de pacientes com leptospirose, tem sua maior expressão na 

infecção aguda e está presente em L. biflexa (Gamberini et al., 2005, Ristow et al., 

2007, Picardeau, 2008). A LipL32 está presente na superfície celular e representa 

75% das proteínas da membrana externa (Haake, 2000, Cullen et al., 2002). É 

altamente conservada entre as leptospiras patogênicas e não está presente em L. 

biflexa, sendo expressa durante a infecção aguda letal (Haake et al., 2004, Nally et 

al., 2007). 
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2.6. Manifestações Clínicas 
 

A infecção por leptospiras em animais são na maioria subclínicas. Porém, as 

formas clínicas da doença são observadas principalmente em dois grupos de animais: 

o primeiro são os animais jovens, que podem apresentar sinais agudos graves da 

doença, caracterizados por icterícia, hematúria, hemoglobinúria, meningite, dano 

renal e até a morte. O segundo grupo se refere as fêmeas prenhas ou lactantes, 

podendo apresentar agalactia e perdas econômicas (Melo et al., 2011).  

Os sinais clínicos de leptospirose em cães não são específicos (Levett et al., 

2005). As manifestações clínicas em animais domésticos podem ser febre, injúria, 

insuficiência renal e hepática, hemorragia pulmonar e falência reprodutiva (Blum 

Dominguez Sdel et al., 2013). É uma doença com grande importância por afetar a 

produtividade resultando em fraqueza, aborto e até a morte (Dey et al., 2007).   

Em cavalos, a leptospirose é frequentemente associada a abortos e a uveíte 

recorrente equina, porém os sinais clínicos não são específicos, o que dificulta no 

diagnóstico (Levett et al., 2001, Palaniappan et al., 2007). A leptospirose bovina 

resulta em grandes perdas econômicas na indústria pecuária, principalmente por 

causar abortos, natimortos, infertilidade, redução na produção de leite e diminuição 

do ganho de peso diário (Monte et al., 2015, Villanueva et al., 2016). Em ovinos, a 

leptospirose pode causar perda de apetite, febre, irritabilidade, eriçamento de pelos, 

olhos vermelhos, diarreia, deficiência renal crônica, abortos, natimortos e em 

rebanhos leiteiros, pode haver alteração no fluxo e na qualidade do leite (Faine et al., 

1999, Melo et al., 2011). 

  Nos humanos as manifestações podem variar de acordo com a virulência do 

sorovar infectante, número de células infectantes, a idade, a saúde e a competência 

imunológica do indivíduo (Adler and de la Pena Moctezuma, 2010). O período de 

incubação até o aparecimento dos primeiros sintomas são em média de 15 dias, 

podendo variar desde uma infecção leve até manifestações graves da doença (Levett, 

2001, Bharti et al., 2003). A doença é dividida em duas fases: fase precoce e fase 

tardia. Os primeiros sintomas da fase precoce são as manifestações leves da 

leptospirose, caracterizadas por febre, dor de cabeça, calafrios e mialgias, 

principalmente na panturrilha, náuseas, diarreia, fotofobia, dor ocular e tosse (Ko et 

al., 1999, Daher et al., 2010). Esses sintomas duram em média de 3 a 7 dias e são 
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frequentemente confundidos com outras doenças como influenza, meningite 

asséptica, encefalite, dengue, hepatite ou gastroenterite, resultando em um 

diagnóstico errado (Dey et al., 2007).  

A maior responsabilidade atribuída a leptospirose nas regiões endêmicas, são 

as manifestações graves que ocorrem na fase tardia da doença, ocasionando risco a 

saúde, por causar a síndrome hemorrágica pulmonar e insuficiência renal aguda 

devido a Doença de Weil (Lameire et al., 2006, Gouveia et al., 2008, Papa et al., 2009, 

Zaki and Shanbag, 2010). Os casos fatais decorrentes dessas manifestações, são 

maiores que 10% para a síndrome hemorrágica pulmonar e superior a 70% nos casos 

da Doença de Weil (McBride et al., 2005). A leptospirose grave é um problema de 

saúde pública, com taxa de letalidade de até 40% (Ricaldi and Vinetz, 2006).  

 

2.7. Tratamento 

 

 O tratamento da leptospirose é principalmente a administração de antibióticos 

no momento do diagnóstico (Pappas and Cascio, 2006). A terapia com antibióticos é 

feita com penicilina intravenosa quatro vezes por dia, para os casos com maior 

gravidade e com antibióticos orais, como amoxicilina, doxiciclina, ampicilina ou 

eritromicina para os casos menos graves. Para pacientes alérgicos a penicilina, a 

ceftriaxona pode ser usada como alternativa. Além disso, é contraindicado a 

doxiciclina para mulheres gestantes e crianças menores de 8 anos, por causar 

malformações ósseas e dentárias no feto e pelo risco de pigmentação dentária. Para 

esse grupo de risco, as alternativas são cefalosporina, macrolídeo ou penicilina. 

Porém, para todos os pacientes, o tempo total do tratamento é de 7 dias (Picardeau, 

2013, Babic-Erceg et al., 2014).  

A quimioprofilaxia é indicado para casos de pré e pós-exposição. Para a pré-

exposição como nos eventos de esportes aquáticos e exercícios militares, deve ser 

administrado doxiciclina uma vez por semana. Em casos de pós-exposição, como em 

enchentes e trabalhadores em locais de grande risco, como a limpeza de fossas, é 

indicado o uso de doxiciclina de 12 em 12 horas pelo período de 5-7 dias (Adler and 

de la Pena Moctezuma, 2010).  
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2.8. Diagnóstico 

 

Um teste de diagnóstico ideal é aquele capaz de discriminar a leptospirose 

entre uma ampla gama de doenças febris e manifestações clinicas semelhantes, ser 

de fácil execução, alta sensibilidade e especificidade e ser viável financeiramente, ou 

seja, de baixo custo (Dey et al., 2007, Picardeau et al., 2014). Porém, a leptospirose 

possui uma particularidade, em alguns animais infectados os níveis de anticorpos 

podem ser detectados anos após a doença, o que dificulta a utilização de 

determinados testes sorológicos (Budihal and Perwez, 2014).  

No entanto, os principais tipos de testes de diagnóstico para leptospirose 

usados atualmente, como a cultura da bactéria, testes moleculares como o PCR e 

testes moleculares como o Teste de Microaglutinação (MAT) e os Ensaios 

Imunoenzimáticos (ELISA), possuem suas limitações e não suprem todos os critérios 

de um teste ideal (Goris et al., 2013b). 

 

2.8.1. Cultura da bactéria 
 

 A cultura vira o isolamento de leptospiras presentes em amostras biológicas, 

como tecidos, sangue e urina. Essas amostras devem ser coletadas antes do início 

do tratamento com antibiótico e até o décimo dia da doença (Adler and de la Pena 

Moctezuma, 2010). Esse teste é baseado no cultivo da amostra biológica em frascos 

com meio EMJH. Caso a amostra apresente alguma contaminação, são adicionados 

ao meio de cultivo, os antibióticos seletivos 5-fluorouracilo e 1% de soro de coelho 

(Adler, 2015).  

 As culturas são incubadas entre 28-30 ºC sendo necessário um 

acompanhamento semanal por microscopia de campo escuro por até 16 semanas, 

para confirmação do diagnóstico (Goris et al., 2013a). Porém, o cultivo in vitro de 

leptospiras é difícil de ser realizado, de baixa sensibilidade e fastidioso (Lilenbaum et 

al., 2009). Apesar da alta especificidade, a técnica de cultivo celular não é 

recomendada para o diagnóstico precoce de leptospirose, mas sua utilização é 

indicada para o isolamento de leptospiras vivas em estudos envolvendo a 

patogenicidade das bactérias (Fornazari et al., 2012).  
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2.8.2. Teste de microaglutinação (MAT) 
 

O teste sorológico de referência para o diagnóstico e estudos epidemiológicos 

de leptospirose animal e humana é o teste de microaglutinação (Levett et al., 2005, 

Suepaul et al., 2011). O objetivo desse teste é a detecção de anticorpos IgM e IgG em 

amostras biológicas, aumentando a sensibilidade e especificidade do MAT em 

amostras coletadas após 1 ou 2 semanas do aparecimento dos sintomas, devido à a 

alta presença de anticorpos (WHO and ILS, 2003, Schuller et al., 2015). 

Para realizar o MAT, é preciso um painel de antígenos, recomendado ser 

composto por um representante de cada sorogrupo da região para cada espécie 

animal e para aumentar a sensibilidade do teste, é indicado usar cepas locais (WHO, 

2011, Adesiyun et al., 2011). Além disso, é preciso coletar pelo menos duas amostras 

no período de 8-10 dias após o início dos sintomas, e caso necessário, uma terceira 

amostra para confirmar o diagnóstico (WHO and ILS, 2003). O resultado desse teste 

é visto através da aglutinação entre anticorpos presentes na amostra e os antígenos 

presentes na bateria do teste (Langston and Heuter, 2003). São considerados 

positivos, aqueles soros que apresentaram um aumento de quatro vezes o título entre 

os soros da fase aguda e da convalescente (Budihal and Perwez, 2014). 

Apesar desse teste ser considerado padrão, o MAT possui algumas limitações, 

como: é laborioso, requer um painel de culturas vivas de vários sorovares, apresenta 

reação cruzada entre sorovares do mesmo sorogrupo, é um teste demorado 

comparado a outros testes, possui baixa sensibilidade na fase inicial da doença, 

dificuldade em interpretar o resultado e dificuldade em diferenciar anticorpos IgM e 

IgG em animais que são vacinados, infectados ou oriundos de áreas endêmicas 

(Bajani et al., 2003, Ahmad et al., 2005, Subathra et al., 2009, Miller et al., 2011). 

Dessa forma, o MAT é uma boa ferramenta para a triagem em rebanhos ou em 

estudos epidemiológicos, mas não é adequado para o diagnóstico individual (Otaka 

et al., 2012).  

2.8.3. Testes rápidos 
  

 Os testes rápidos para o diagnóstico de leptospirose são baseados na detecção 

de anticorpos IgM em amostras biológicas. Esses testes utilizam cepas de leptospira 

em sua composição, sendo os sorovares mais usados: Patoc, Grippotyphosa,  
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Bratislava (Vanithamani et al., 2015, Kodjo et al., 2016). Esses testes apresentam 

valores de sensibilidade variando entre 75-100% e valores de especificidade entre 92-

100% (Smits et al., 2001, Vanithamani et al., 2015, Dahal et al., 2016, Fontana et al., 

2017). As limitações dos testes rápidos são de apresentarem melhores resultados de 

sensibilidade e especificidade na fase aguda, a partir do sétimo dia após o 

aparecimento da doença sendo indicados como um teste de triagem no diagnóstico 

para pacientes com sintomas clínicos da doença (Wagenaar et al., 2004, Nabity et al., 

2012). 

2.8.4. Ensaios Imunoenzimáticos (ELISA) 
 

O teste de ELISA baseia-se na utilização de antígeno podendo ser de célula 

inteira ou determinadas proteínas, com a finalidade de detectar anticorpos IgM ou IgG 

em amostras biológicas (McBride et al., 2007a). Na primeira semana da doença, os 

anticorpos IgM são capazes de ser detectados, permitindo o diagnóstico. Com o 

avanço da doença, os anticorpos IgM diminuem gradativamente e os anticorpos IgG 

começam a ter níveis maiores, característico da fase convalescente da leptospirose 

(Budihal and Perwez, 2014).  

Há uma grande variação de sensibilidade e de especificidade nos diferentes 

testes de ELISA estudados. Testes diagnósticos de leptospirose humana são 

avaliados em relação ao teste de referência MAT, porém as sensibilidades quando 

testados soros de fase aguda é menor do que quando testadas com soros de fase 

convalescente, com valores de sensibilidade variando de 38,5–52,7% para fase aguda 

e 67,2 – 93,8% para fase convalescente (Bajani et al., 2003). Estudos utilizando 

proteínas recombinantes para a detecção da doença, como a rLipL32, rLipl41 e rLigA, 

obtiveram valores de sensibilidade variando entre 62-65% e especificidade maior que 

90% para todas as proteínas utilizadas, demostrando ser importantes na detecção de 

anticorpos IgM e IgG (Chen et al., 2013).  

O ELISA PanBio é o teste disponível para uso comercial para diagnóstico da 

leptospirose, mostrando ser mais sensível do que o MAT na detecção de anticorpos 

IgM (Budihal and Perwez, 2014). Outro teste de diagnóstico humano, o EIE-IgM 

obteve um aumento na sensibilidade da primeira para a segunda semana da doença, 

com valores de 62,1% para 97,1% respectivamente (McBride et al., 2007b). Para o 

diagnóstico canino, estudos utilizaram proteínas recombinantes como a rLoa22, 
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rLigACon4-8, rLipL21 e rLipL32. Os testes utilizando essas proteínas obtiveram 

valores de sensibilidade e especificidade de 89,7% e 81,4% para rLoa22, 97,5% e 

84,3% para a rLigACon4-8, 99,5% e 84,3% para rLipL21 e 99,5% e 84,3% para a 

rLipL32, comparado com o MAT (Ye et al., 2014b).  

 

2.8.5. Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

 

O teste de diagnóstico baseado em PCR é feito através da detecção do DNA 

de Leptospira spp. presentes em amostras biológicas como sangue, urina, amostras 

de tecidos (ante e post mortem) e líquido cefalorraquidiano (Morikawa et al., 2015).  A 

detecção de DNA leptospiral pode ser feita em estágios iniciais da infecção, auxiliando 

no rápido tratamento do paciente infectado (Budihal and Perwez, 2014).  Os ensaios 

moleculares desenvolvidos podem ser classificados em ensaios que tem como alvo 

os genes de manutenção, tais como, secY, RRS, gyrB, ou ainda em ensaios que 

detectem genes determinantes de virulência como lipL32, ligB ou lfB1 (Ahmed et al., 

2012).  

Apesar da técnica ser considerada de alto custo e seu uso ser restrito a 

determinados laboratórios, a PCR é um teste preciso, rápido e confiável, 

apresentando sensibilidade de 100% e especificidade de 99% quando comparado ao 

teste de cultivo microbiológico (Hernandez-Rodriguez et al., 2011). Além disso, é 

capaz de quantificar a carga leptospiral de pacientes infectados e o material biológico 

coletado pode ser feito após o início do uso de antibióticos (Bharti et al., 2003, Tubiana 

et al., 2013). Todas essas vantagens demostram sua importância na contribuição para 

o diagnóstico de leptospirose, associado a uma técnica de referência como o MAT, 

auxiliando no melhoramento da vigilância epidemiológica no controle de zoonoses 

(Sykes et al., 2011, Hernandez-Rodriguez et al., 2011).     

 

 

.  
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3. HIPÓTESE E OBJETIVOS 

3.1. Hipótese 
 

As proteínas recombinantes rLigBrep e rLipL32 utilizadas neste trabalho, são 

mais antigênicas que o antígeno bruto da leptospira, facilitando o reconhecimento 

pelos anticorpos específicos, consequentemente, aumentando a sensibilidade do 

ELISA indireto na fase aguda da doença. 

3.2. Objetivo Geral 
 

Desenvolver um teste de ELISA indireto e de captura para o diagnóstico de 

leptospirose.  

3.3. Objetivos específicos: 

 Clonagem e expressão das proteínas 

 Determinar, através de ensaios de checkerboard, as melhores concentrações 

de antígeno (rLigBrep), diluições de soro humano e de anticorpo anti-IgM e anti-

IgG humano para uso no formato de ELISA indireto 

 Determinar, através de ensaios de checkerboard, as melhores concentrações 

de antígeno (rLigBrep e rLipL32), diluições de soro canino e de anticorpo anti-

IgM e anti-IgG canino para uso no formato de ELISA indireto 

 Avaliar soros humanos e caninos com o teste padronizado 

 Comparar os resultados do ELISA indireto com o MAT 

 Padronizar o ELISA de captura 

 

 

 

 

 

 



28 
 

 

4. METODOLOGIA 

 

4.1. Materiais e Métodos 
 

4.1.1. Clonagem e expressão das proteínas recombinantes  

 

A amplificação da região codificadora do gene selecionado foi realizada por 

Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando primers específicos. Os produtos 

da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose e, posteriormente o gene 

de interesse foi clonado no plasmídeo pAE utilizando enzimas de restrição. Os 

possíveis clones recombinantes foram selecionados pela técnica de triagem rápida 

“microprep” em placas contendo ágar LB (caldo LB contendo 2% de Agar e antibiótico) 

a 37º C por 16 h. As colônias suspeitas de serem recombinantes foram cultivadas em 

5 ml de caldo LB (com antibiótico) para a extração e purificação dos DNAs plasmidiais 

através do kit GFX Micro Plasmid Prep (GE Healthcare).  

Após a confirmação dos clones recombinantes, através de PCR e análise de 

restrição, o plasmídeo purificado foi utilizado para transformar, por choque térmico, a 

cepa de expressão E. coli BL21(DE3) Star. Um clone recombinante foi utilizado para 

inocular 10 ml de LB, contendo antibiótico, e cultivado sob agitação de 200 rpm, por 

12 – 20 h a 37 °C. Posteriormente, esta cultura foi utilizada para inocular 500 ml de 

LB (com antibiótico), e incubada à 37 °C sob agitação de 200 rpm até a fase 

exponencial de crescimento (DO600 entre 0,6 e 0,8), quando então a expressão da 

proteína foi induzida com 1 mM de IPTG (isopropiltio-β-D-galactosideo), durante 3 h. 

Após este período, a cultura foi centrifugada a 6.000 × g por 15 min a 4 ºC. O pellet 

foi suspendido em tampão de solubilização, após a confirmação da expressão através 

de SDS PAGE e Western blot, a proteína recombinante foi purificada por 

cromatografia de afinidade utilizando colunas Ni2+ Sepharose HisTrap. 

Posteriormente, a proteína purificada foi dialisada contra tampão fosfato-salino (PBS) 

(pH 7,2) overnight a 4 °C. A concentração da proteína purificada foi determinada 

utilizando BCA Protein Assay Kit (Pierce, USA), com uma curva padrão de albumina 

sérica bovina (BSA). 
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4.1.2 Teste de microaglutinação (MAT) 

 

O MAT é o teste sorológico padrão para diagnóstico e classificação de 

leptospirose. Neste método, são misturadas diluições seriadas do soro (1:25, 1:50 e 

1:100) e culturas de leptospiras, em microplacas. A mistura do soro e do antígeno 

reage por um período de 2 h, em estufa bacteriológica BOD a uma temperatura de 30 

ºC. O resultado é obtido ao se estimar a proporção de leptospiras aglutinadas com 

relação à de leptospiras livres depois do período de incubação, sendo estimada em 

cruzes, resultando em: +++ quando 100% das leptospiras estão aglutinadas; ++ 

quando 50% das leptospiras estão aglutinadas; + quando menos que 50% das 

leptospiras estão aglutinadas. Serão consideradas as aglutinações, ou seja, soros 

positivos, os iguais ou superiores a ++. 

O MAT realizado com os soros humanos utilizou 14 cepas patogênicas de 

Leptospira, separadas em duas baterias, compostas por sorovares Canicola, Panama, 

Pomona, Copenhageni, Cynopteri, Autumnalis, Patoc, Wolfii, Bataviae, Celledoni, 

Guaricura, Bratislava, Mozdok cepa 3759 (isolado local) e Tarassovi.  

Com os soros caninos, foi utilizado na FIOCRUZ-BA uma bateria com 11 cepas 

patogênicas de leptospira, sendo estas: Autumnalis, Ballum, Bataviae, Copenhageni, 

Canicola, Grippotyphosa, Hardjobovis, Hebdomadis, Javanica, Pomona e Panama. 

Alguns soros foram submetidos novamente ao MAT realizado pelo Laboratório de 

Pesquisa em Doenças Infecciosas (LPDI), sendo avaliado 4 sorovares de Leptospira 

spp.: Copenhageni, Autumnalis, Hardjobovis e Canicola. 

 

4.1.3. Banco de soros humanos 

 

As amostras de soros avaliadas no ELISA, são oriundas de uma soroteca 

obtida pelo LPDI através de um projeto de vigilância realizado no bairro Py Crespo, 

na cidade de Pelotas/RS e amostras provenientes da parceria com a FIOCRUZ de 

Salvador. Foi escolhido o bairro Py Crespo por ser uma área endêmica, apresentando 

saneamento básico inadequado e constantes enchentes. Já as amostras da 

FIOCRUZ, foram obtidas de pacientes suspeitos de terem contraído leptospirose. 
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Essas amostras foram caracterizadas através do MAT, o qual é referência no 

diagnóstico da leptospirose. 

Nos ensaios de ELISA avaliando os anticorpos IgM e IgG, foram utilizados dois 

painéis de soros humanos. O primeiro painel serviu para realizar a padronização 

(checkerboard) e foi composto por um pool com dez amostras positivas e outro com 

dez amostras negativas conforme resultados no MAT. O segundo painel foi utilizado 

para avaliação individual dos soros, sendo analisados 22 soros com o anticorpo IgM, 

sendo 8 positivos e 14 negativos. Para o anticorpo IgG, foram avaliados 124 soros, 41 

deles sendo positivo e 83 negativos.   

4.1.4. Banco de soros caninos 
 

O banco de soros caninos é composto por soros positivos e negativos 

provenientes de projetos de vigilância ocorridas na cidade de Salvador/BA e na cidade 

de Pelotas/RS. Os soros de Salvador foram cedidos pela FIOCRUZ-BA em 

colaboração com o Hospital Veterinário da Universidade Metropolitana de Salvador. 

Os soros de Pelotas, foram obtidos pela colaboração entre o LPDI e a Faculdade de 

Medicina Veterinária-UFPEL. Todas as amostras foram submetidas a técnica de MAT 

para caracterizá-las como positivas ou negativas para leptospirose. 

Nos ensaios de ELISA, foram utilizados dois painéis com soros escolhidos 

randomicamente do banco de soros do LPDI. O painel 1 para a padronização foi usado 

dois pools de soros, ambos com dez amostras, mas um pool com soros positivos e 

outro com amostras negativas. O painel 2 foi usado para a análise individual dos soros 

composto por 283 soros, sendo 116 positivos e 167 negativos. Desse total, 258 soros 

foram obtidos da parceria com Salvador e 25 soros com origem de Pelotas.  

 

4.1.5 Cultivo de L. interrogans  

 

L. interrogans sorovar Copenhageni cepa Fiocruz L1-130 foi cultivada em meio 

EllinghausenMcCullough-Johnson-Harris (EMJH) enriquecido com 10% de 

suplemento comercial (Difco) a 28 ºC. Posteriormente, foi realizado a contagem de 

leptospiras em câmara de Petroff-Hausser e a manutenção de cultivos viáveis, com 

até quatro passagens in vitro, através de repiques semanais. 
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4.1.6. Protocolo padrão para realização dos ELISAs indireto  

 

Placas de poliestireno de 96 cavidades de fundo chato NUNC Polysorp 

(Thermo Scientific) foram sensibilizadas por 16 horas a 4 ºC, com quatro diferentes 

quantidades de antígeno por poço (50ng, 100ng, 150ng e 200ng), diluídos em tampão 

carbonato-bicarbonato com pH=9,6. Os soros foram testados em duplicatas utilizando 

a quantidade de 50 μL em cada cavidade. Logo após, a placa foi incubada a 37 ºC por 

1 hora. Os soros utilizados foram diluídos em 1:50, 1:100, 1:200, 1:400 e 1:800 para 

o checkerboard. Após isso, foi adicionado 50 μL por poço do anticorpo (anti-IgM e anti-

IgG humanos e anti-IgG canino) conjugado com peroxidase, diluídos em PBS-T em 

1:100000, 1:8000, 1:6000, 1:4000, 1:2000, 1:1000 e 1:500. Posteriormente, as 

reações foram reveladas com o substrato o-fenilenodiamnina (OPD), adicionado de 

peróxido de hidrogênio, e a placa armazenada no escuro por 15 minutos. A 

absorbância foi avaliada a 450 nm 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). 

 

4.1.7. Protocolo padrão para realização dos ELISAs de captura 
 

 Placas de poliestireno de 96 cavidades de fundo chato NUNC Maxysorp 

(Thermo Scientific) foram sensibilizadas por 1 hora a 4 ºC, com diferentes diluições de 

anticorpos de captura por poço (1:1500, 1:1000, 1:2000, 1:4000, 1:6000, 1:6600, 

1:7260, 1:7986, 1:8000, 1:10000 e 1:12000), diluídos em tampão carbonato-

bicarbonato com pH=9,6. Após isso, foi adicionado 50 μL de solução bloqueadora 

(PBS-T + leite em pó 5%) em cada poço e a placa incubada à 4 ºC por 16 horas. 

A amostra positiva utilizada foi o cultivo de L. interrogans sorovar Copenhageni 

cepa Fiocruz L1-130 em meio EMJH diluído em PBS 1X e as amostras negativas 

usadas foram somente PBS. Foi adicionado 50 μL da amostra positiva na diluição 105 

leptospiras por poço e a placa foi incubada por 1 h a 28 ºC. Após isso, foram 

adicionadas diversas diluições de anticorpos de detecção (1:1500, 1:1000, 1:2000, 

1:4000, 1:6000, 1:6600, 1:7260, 1:7986, 1:8000, 1:10000 e 1:12000) e a placa foi 

incubada por 1 h a 37 ºC. Depois, foram colocados em cada poço da placa 50 μL do 

anticorpo anti-IgG de camundongo ou anti-IgG de rato conjugados com peroxidase 

que posteriormente foi incubada a 37 ºC por 1 h.  Em seguida, as reações foram 
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reveladas com o substrato o-fenilenodiamnina (OPD), adicionado de peróxido de 

hidrogênio, e a placa armazenada no escuro por 15 minutos. A leitura das reações foi 

feita pela absorbância 450nm usando um leitor de placas de ELISA. Entre as 

diferentes etapas, as placas serão lavadas 3 vezes com PBS-T (0,05% de Tween 20). 

4.1.8. Análise estatística 

 

4.1.8.1 Sensibilidade 

 

A sensibilidade de um teste de diagnóstico reflete o quanto o teste é eficaz em 

identificar corretamente, dentre todos os indivíduos avaliados, aqueles que realmente 

apresentam a doença de interesse. O cálculo é feito da seguinte maneira:  

Sensibilidade = A / (A + C) x 100, onde A é o número de soros positivos pelo ELISA e 

pelo MAT, e C é o número de soros positivos pelo MAT mas negativos pelo teste de 

ELISA avaliado. 

4.1.8.2 Especificidade 

 

A especificidade de um teste de diagnóstico se refere ao quanto ele é eficaz de 

identificar corretamente os indivíduos que não apresentam a doença de interesse. A 

fórmula para a especificidade é: 

Especificidade = D / (B+ D) x 100, onde D é o número de soros negativos pelo ELISA 

e pelo MAT, e B é o número de soros negativos no MAT mas positivos pelo ELISA de 

avaliado. 

4.1.8.3 Intervalo de confiança 95 (IC95) 

 

O intervalo de confiança com nível de 95% (IC95) é o mais comum e significa 

que o resultado está dentro do intervalo em 95 dos 100 estudos realizados. O intervalo 

de confiança é usado para indicar a confiabilidade de um teste. Em termos de 

precisão, quanto mais estreito for o intervalo de confiança, maior será a precisão dos 

resultados. Entre os fatores que podem aumentar a precisão do intervalo de confiança, 

está o tamanho da amostra, ou seja, quanto maior a amostra, maior é a precisão.   
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4.1.8.4 Cut-off padrão 
 

 O valor de cut-off padrão em diversos estudos é obtido através da média dos 

resultados dos soros negativos acrescentados duas vezes o desvio padrão. A 

quantidade de vezes do desvio padrão pode variar dependendo do objetivo do estudo. 

Mas o cut-off padrão abrange 95% da população com uma distribuição normal.   

 

4.1.8.5 Curva ROC (receiver operator characteristic curve) 

 

O desempenho de um teste de diagnóstico é usualmente demostrado pela 

curva ROC. A curva ROC é constituído por diferentes pares de sensibilidade e 

especificidade para cada valor de cut-off (ponto de corte). Para diferentes pontos de 

cortes, dentro da amplitude dos possíveis valores que o teste em avaliação produz, 

pode-se estimar valores de sensibilidade e especificidade. Dessa forma, a escolha do 

melhor cut-off na maioria das vezes é representada pelo ponto onde a sensibilidade e 

especificidade são ao simultaneamente maiores.   

 

4.1.8.6 Análise de concordância - Kappa 

 

O Coeficiente Kappa é definido como uma medida de associação usada para 

descrever e testar o grau de concordância, ou seja, a confiabilidade e a precisão entre 

dois testes de diagnóstico. Assim valores maiores que 0,75 representam excelente 

concordância, valores situados entre 0,40 e 0,75 representam concordância mediana 

e valores abaixo de 0,40 representam baixa concordância.  

 

4.1.8.7 Valor Preditivo Positivo (VPP) 

 

 O VPP é a probabilidade de um indivíduo avaliado e com resultado positivo 

ser realmente doente.  

VPP = VP / (VP + FP), onde VP é verdadeiro positivo e FP é falso positivo. 
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4.1.8.8 Valor Preditivo Negativo (VPN) 
 

 O VPN é a probabilidade de um indivíduo avaliado e com resultado negativo 

ser realmente saudável.  

VPN = VN / (VN + FN), onde VN é verdadeiro negativo e FN é falso negativo.  
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5. RESULTADOS 

 

5.1. Resultados do teste MAT 
 

 O banco de soros caninos foi submetido ao teste MAT pela FIOCRUZ-BA e 

pelo nosso grupo do Laboratório de Pesquisa em Doenças Infecciosas. Na Tabela 1 

demostra os resultados do MAT realizado na FIOCRUZ e pelo LPDI, mostrando os 

números de soros com maior título para cada sorovar. A FIOCRUZ utilizou os 

seguintes sorovares: L1-130, Swartz, Ballum, Hardjobovis, C169, Pomona, 

Hebdomadis, Panama, Duyster, Canicola, Autumnalis e Javanica. No teste feito pelo 

LPDI para confirmar os resultados obtidos pelo teste anteriormente feito pelo 

laboratório da FIOCRUZ, foram utilizados quatro sorovares: L1-130, Canicola, 

Hardjobovis e Autumnalis. (Tabela 2). 

 Em relação aos 25 soros cedidos pela Faculdade de Medicina Veterinária da 

UFPel, foram avaliados com os seguintes sorovares: L1-130, Grippotyphosa, 

Autumnalis, Australis, Ballum, Mozdok, Pomona, Canicola e Patoc. Os resultados do 

MAT se referem aos sorovares com maior título para cada soro (Tabela 1). 
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Tabela 1. Resultados dos MAT com soros caninos realizados pela FIOCRUZ-BA e LPDI 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.2. Ensaios de padronização do ELISA com soros caninos utilizando rLigBrep 
 

Os ensaios de padronização no formado ELISA têm como finalidade obter a 

concentração de antígeno, a diluição do soro e a diluição do anticorpo anti-IgG canino, 

a fim de diferenciar os soros positivos dos soros negativos. Esses testes foram 

realizados utilizando um pool de soros positivos e um pool de soros negativos, cada 

um composto por 10 soros que foram caracterizados conforme o resultado no MAT.  

O ELISA foi padronizado utilizando a proteína rLigBrep, com diferentes 

diluições de soro e de anticorpo anti-IgG canino, Figura 1. 

Sorovares Soros positivos 
(FIOCRUZ) 

Soros positivos 
confirmados 

(LPDI) 

L1-130 40 39 

Swa 01 - 

Bal 07 - 

Har 31 31 

C169 17 - 

Pom 17 - 

Heb 01 - 

Pan 0 - 

Duy 23 - 

Can 30 28 

Aut 25 25 

Jav 07 - 

Gri - - 

Aus - - 

Moz - - 

Pat - - 
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Figura 1. Resultados obtidos pelos testes de padronização. A: 50 ng de rLigBrep. B: 100 ng 
de rLigBrep. Diluição seriada de soros e diluição do anticorpo anti-IgG canino.  

*Cut-off: média dos negativos mais duas vezes o desvio padrão.  

 

Analisando os resultados apresentados na Figura 1, foram escolhidas através 

dos ensaios de padronização, as seguintes condições: 50 ng da proteína rLigBrep, os 

soros foram diluídos na proporção de 1:100 e a diluição escolhida do anticorpo anti-

IgG canino foi de 1:2000. Nessas condições, o valor do pool positivo foi de 0,55 e do 

cut-off de 0,163, ou seja, os soros positivos foram 3 vezes maiores do que os 

negativos, conseguindo diferenciar esses soros com precisão.   

 

5.3. Avaliação individual de soros caninos utilizando a proteína rLigBrep 
 

Os testes de ELISA foram realizados conforme os resultados escolhidos pela 

padronização. Dessa forma, foram avaliados 283 soros caninos, obtidos através da 

parceria com a FIOCRUZ - BA e com o Hospital Veterinário da UFPel. Os soros foram 

caracterizados pelo MAT, resultando em 116 soros positivos e 167 soros negativos 

para leptospirose (Figura 2).  
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Figura 2. Avaliação dos soros caninos por ELISA indireto após a padronização com a proteína 
rLigBrep.  

 

O cut-off para a avaliação inicial dos testes, foi estabelecido como sendo a 

média dos soros negativos mais duas vezes o desvio padrão, onde na figura 2 esse 

valor se refere a 0,215. Através desse ponto de corte, o teste de ELISA foi capaz de 

detectar 101 soros positivos do total de 116 soros caracterizados como positivos pelo 

MAT e 167 soros negativos do total de 167 soros com resultados negativos no teste 

de diagnóstico padrão.  

Dessa forma, o teste de diagnóstico baseado em ELISA indireto desenvolvido 

nesse trabalho, tem valores de sensibilidade e especificidade de 87,0% (IC95: 80,6-

93,2%) e 100% (IC95: 98,7-100%), respectivamente. Desse modo, o VPP desse teste 

é de 100% e o VPN é 91,7%.  

 

5.4. Avaliação individual de soros caninos através da curva ROC com a 

proteína rLigBrep 

  

O teste de ELISA utilizando a curva ROC para determinar o valor de cut-off 

possui valores de sensibilidade e especificidade melhores do que os apresentados 

anteriormente. O mesmo teste utilizando os 283 soros caninos, com o valor de cut-off 

estabelecido pela curva ROC como sendo 0,122, obteve valores de sensibilidade de 

99,2% (IC95: 95,7-99,9%) e especificidade de 95,5% (IC95: 91,3-98,1%), 
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reconhecendo 115 soros como positivos e 116 soros negativos (Figura 3). Alterando 

o valor de cut-off para 0,152 o teste obtém valor de sensibilidade de 96,5% (IC95: 

91,4-99,0%) e especificidade de 99,4% (IC 95: 96,7-99,9%). Os valores de VPP e VPN 

do teste com a curva ROC são de 93,4% e 99,3%, respectivamente.  
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Figura 3. Avaliação individual dos soros caninos pelo ELISA indireto com o cut-off 
estabelecido através da curva ROC com a proteína rLigBrep. 

 

5.5. Ensaios de padronização do ELISA indireto com soros caninos utilizando 

rLipL32 

 

Os ensaios de padronização foram realizados utilizando os mesmos pools de 

soros positivos e negativos e as mesmas condições usadas para a rLigBrep.   

A figura 4 mostra os resultados obtidos através dos testes de padronização 

utilizando a proteína rLipL32, com diferentes diluições de soro e de anticorpo anti-IgG 

canino.  
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Figura 4. Resultados obtidos pelos testes de padronização. A: 50 ng de rLipL32. B: 100 ng 
de rLipL32. Diluição seriada de soros e diluição do anticorpo anti-IgG canino. 

*Cut-off: média dos negativos mais duas vezes o desvio padrão. 

 

Após os resultados obtidos com a padronização, foram determinadas as 

condições para serem utilizadas nas placas para avaliar os soros caninos 

individualmente. Dessa forma, as placas foram sensibilizadas utilizando 50 ng da 

proteína rLipL32, os soros foram utilizados na diluição de 1:100 e a diluição do 

anticorpo anti-IgG canino foi de 1:1000. Com essas diluições, os soros positivos 

obtiveram valor de 0,184 e os negativos (cut-off) com valor de 0,09, mostrando uma 

diminuição em 2 vezes em relação aos positivos, evidenciando o potencial em 

diferenciar soros positivos de negativos.  

 

5.6. Avaliação individual de soros caninos utilizando a proteína rLipL32  
 

Estabelecidas as condições na padronização, foram avaliados os mesmos 

soros caninos avaliados anteriormente com a proteína rLigBrep, sendo 116 soros 

positivos e 167 soros negativos para leptospirose, no total de 283 soros. (Figura 5).  
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Figura 5. Avaliação dos soros caninos individuais após a padronização do ELISA indireto com 
a proteína rLipL32. 

 

O cut-off nesse teste tem o valor de 0,510, estabelecido como sendo a média 

dos soros negativos mais duas vezes o desvio padrão. Através desse cut-off, o teste 

teve a capacidade de detectar como soros positivos, 100 soros do total de 116 e 

considerou negativos 156 soros do total de 167 caracterizados negativos no MAT.   

Com esses resultados, o teste de diagnóstico utilizando a rLipL32, possui 

sensibilidade de 86,5% (IC95: 79,3-91,9%) e especificidade de 93,2% (IC95: 88,5-

96,5%). Por esse motivo, nesse teste os valores de VPP e o VPN são 90,0%. 

 

5.7. Avaliação individual de soros caninos através do ROC com a proteína 

rLipL32 
 

Escolhendo o valor de cut-off através da curva ROC, como sendo 0,48, o teste 

de ELISA altera seus valores de sensibilidade para 89,7% (IC95: 83-94,4%) e de 

especificidade para 90,9% (IC95: 85,7-94,7%). Sendo capaz de reconhecer 104 soros 

positivos e 150 soros negativos (Figura 6). Se alterar o valor de cut-off para 0,480, o 

valor de sensibilidade aumenta para 90,5% (IC95: 84-94,9%) e a especificidade 

diminui para 89,8% (IC 95: 84-93,8%). Avaliando o teste através da curva ROC, os 

resultados de VPP e VPN são 85,9% e 92,5%, respectivamente.  
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Figura 6. Avaliação individual dos soros caninos com o cut-off estabelecido através da curva 
ROC com a proteína rLipL32. 

 

 

5.8. Resultados da padronização do ELISA indireto com a proteína rLigBrep 

com soros humanos e anticorpo anti-IgM humano 

 

Na padronização, foram escolhidas as seguintes condições: 50 ng da proteína 

rLigBrep, diluição do soro de 1:100 e diluição do anticorpo anti-IgM humano conjugado 

com peroxidase de 1:1000, pois o valor dos soros positivos foram de 0,162 e dos 

negativos foram de 0,071, mostrando uma diferença de 2 vezes entre esses soros, 

permitindo diferencia-los (Figura 7).  
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Figura 7. Padronização com a quantidade de 50 ng da proteína rLigBrep utilizando soros 
humanos diluídos e avaliando anticorpo anti-IgM humano.  

*Cut-off: média dos negativos mais duas vezes o desvio padrão. 

 

 

5.9. Avaliação individual de soros humanos utilizando a proteína rLigBrep e 

anticorpo anti-IgM humano 
 

Posterior a padronização, foram avaliados 22 soros individuais, sendo 8 

positivos e 14 negativos. Com o cut-off de 0,175, o teste foi capaz de detectar os 8 

soros como sendo positivos e 10 soros como sendo negativos, correspondendo a 

valores de 100% (IC95: 63,1-100%) de sensibilidade e 71,4% (IC95: 41,9-91,6%) de 

especificidade (Figura 8). Em função disso, o valor de VPP do teste é 66,7% e o VPN 

é de 100%.  
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Figura 8. Avaliação dos soros humanos individuais com a proteína rLigBrep e anticorpo anti-
IgM humano.  

*Cut-off: média dos negativos mais duas vezes o desvio padrão. 

 

5.10. Avaliação individual de soros humanos através do ROC com a proteína 

rLigBrep e anticorpo anti-IgM humano 

 

Alterando o valor do cut-off pela curva ROC para 0,215, o teste passa a obter 

valores de sensibilidade e especificidade de 87,5% (IC95: 47,3-99,7%) e 100% (IC95: 

76,8-100%), respectivamente. Dessa forma, o teste é capaz de detectar 7 soros como 

sendo positivos e os 14 soros negativos (Figura 9). Em razão disso, o teste obteve 

valor de VPP de 100% e de VPN de 93,3%. 
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Figura 9. Avaliação dos soros humanos individuais com a proteína rLigBrep e anticorpo anti-
IgM humano com cut-off definido pela curva ROC. 
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5.11. Resultado da padronização do ELISA indireto com a proteína rLigBrep 

com soros humanos e anticorpo anti-IgG humano 

 

Através dos testes para a padronização, foram estabelecidos a quantidade de 

50 ng da proteína rLigBrep, diluição do soro de 1:100 e diluição do anticorpo 

secundário de 1:1000. Foram escolhidas essas condições pois permite diferenciar os 

soros positivos dos negativos, apresentando o valor de soros positivos de 0,625 e 

soros negativos de 0,312, mostrando uma diferença de 2 vezes entre os soros (Figura 

10).  

 
 

 

Figura 10. Padronização com a quantidade de 50 ng da proteína rLigBrep utilizando soros 
humanos diluídos e avaliando anticorpo anti-IgG humano. 

*Cut-off: média dos negativos mais duas vezes o desvio padrão. 

 
 

5.12. Avaliação individual de soros humanos utilizando a proteína rLigBrep e 

anticorpo anti-IgG humano 
 

Foram avaliados 124 soros individuais, sendo eles 41 positivos e 83 negativos 

no MAT. Com o cut-off sendo a média dos negativos mais duas vezes o desvio padrão 

com valor de 0,0525, o teste resultou em valores de 92,7% (IC95: 80,1-98,5%) de 

sensibilidade detectando 38 soros positivos e 71,1% (IC95: 60,1-80,5%) de 

especificidade, capaz de identificar 59 soros negativos (Figura 11). Com isso, os 

valores de VPP é 61,2% e o VPN é de 95,2%.  
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Figura 11. Avaliação dos soros humanos individuais com a proteína rLigBrep e anticorpo anti-
IgG humano. Cut-off: média dos negativos mais duas vezes o desvio padrão. 

 

 

5.13. Avaliação individual de soros humanos através do ROC com a proteína 

rLigBrep e anticorpo anti-IgG humano 
 

Escolhendo o valor do cut-off pela curva ROC como sendo 0,078, o teste 

apresenta valores de sensibilidade de 75,1% (IC95: 59,7-87,7%) e especificidade de 

86,7% (IC95: 77,5-93,2%). Identificando 31 soros positivos e 72 soros negativos 

(Figura 12). Desse modo, esse teste de ELISA obteve valores de VPP de 73,8% e o 

VPN é de 87,8%. 
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Figura 12. Avaliação dos soros humanos individuais com a proteína rLigBrep e anticorpo anti-
IgG humano com valor de cut-off estabelecido pela curva ROC. 
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5.14. Resultados do ELISA de captura 
 

Foram realizados ensaios de padronização no formado ELISA de captura, 

testando diversas combinações e diluições dos anticorpos de captura e anticorpos de 

detecção. Nesses ensaios foram utilizadas a concentração de 105 leptospiras/mL, o 

controle positivo foi um cultivo de 108 leptospiras/mL e controle negativo apenas PBS. 

Também foram feitos testes com e sem bloqueio com leite em pó 5%. Para obter uma 

amostra com a diluição de 105 leptospiras/mL foi realizado o cultivo dessas leptospiras 

até atingirem 108, posteriormente foi feito a diluição em PBS até 105.   

Na figura 13, foram avaliadas diferentes combinações entre o anticorpo 

antibacterina produzido em coelho (anticorpo de captura) e diversas diluições do 

anticorpo antibacterina produzido em rato (anticorpo de detecção). 

 

Figura 13. Resultados utilizando o anticorpo antibacterina (coelho) em diluição seriada de 
1:50 a 1:1600 e diluição do anticorpo antibacterina (rato) de 1:50 a 1:3200. A: amostra positiva 
(105 leptospiras/mL). B: amostra negativa (PBS).  

 

No teste posterior, o anticorpo de captura utilizado foi o antibacterina produzido 

em coelho combinado com os anticorpos disponíveis no laboratório, entre eles: anti-

FlaA, anti-FlaB, anti-LigBrep policlonal (produzidos em rato), 1D9 (anti-LipL32), mAb3 

(anti-LipL32) e anti-LigBrep monoclonal (produzidos em camundongo). Na figura 14, 

foram utilizadas as diluições de 1:6000 até 1:7986 do anticorpo de captura e 1:5000 
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dos anticorpos de detecção. Os anticorpos anti-rato e anti-camundongo conjugados 

com peroxidase, foram diluídos em 1:10000 e 1:8000, respectivamente.  

0 1 2 3 4 5

0.00

0.15

0.30

1
:6

0
0

0

1
:6

6
0

0

1
:7

2
6

0

-bacterina + -LigBrep (pAb)

-bacterina + 1D9

-bacterina + -FlaA

-bacterina + -FlaB

1
:7

9
8

6

-bacterina + mAb3

-bacterina + -LigBrep (mAb)

     Teste 3

Diluições dos Soros

A
b

s
o

rb
â

n
c

ia
 (

D
.O

. 
4

5
0

 n
m

)

 

Figura 14. Combinação entre anticorpo de captura antibacterina (coelho) diluído em 1:6000 a 
1:7986 e de diferentes anticorpos de detecção diluídos em 1:5000, usando a amostra positiva 
(105 leptospiras/mL). 

 

Também foram testados a combinação entre o anticorpo antibacterina 

produzido em rato diluídos em 1:50 a 1:1600 e o anticorpo 1D9 (anti-LipL32) nas 

diluições de 1:50 até 1:3200 (Figura 15). O anticorpo anti-camundongo conjugado com 

peroxidase foi usado na diluição 1:8000, para revelar as reações.   
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Figura 15. Combinação entre anticorpo antibacterina (rato) na diluição seriada de 1:50 a 
1:1600 e do anticorpo 1D9 (anti-LipL32) diluídos em 1:50 a 1:3200, usando a amostra positiva 
(105 leptospiras/mL). 

 

5.15. Análise de Concordância – Kappa 

 

Essa análise foi feita para os testes de ELISA utilizando as duas proteínas 

(LigBrep e LipL32) com os soros caninos. Com a LigBrep, o teste obteve os seguintes 

resultados: 107 soros verdadeiros positivos, 19 soros falsos negativos, 175 soros 

verdadeiros negativos e 2 soros falsos positivos. Dessa forma, o valor de Kappa é 

0,942, representando alta concordância entre o ELISA com a rLigBrep e o teste padrão 

de diagnóstico MAT. 

A análise Kappa para a rLipL32 obteve valor 0,790, ou seja, o teste resultou em 

110 soros positivos verdadeiros, 16 soros falsos negativos, 165 soros negativos 

verdadeiros e 12 soros falsos positivos. Esse valor de Kappa demostra a elevada 

concordância entre o teste de ELISA e o MAT. 
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7. DISCUSSÃO GERAL 

 

O teste de diagnóstico referência para leptospirose é o MAT, porém esse teste 

não é específico para IgM, detectando os anticorpos IgM e IgG, resultando em baixa 

sensibilidade na fase aguda, não sendo considerado o teste ideal para confirmação 

diagnóstico de forma rápida (Valverde Mde et al., 2013, Rajapakse et al., 2015). Um 

teste de diagnóstico ideal é capaz de discriminar entre leptospirose e uma ampla gama 

de doenças febris com apresentações clínicas semelhantes (DEY et al., 2015). Dessa 

forma, novos testes de diagnósticos devem ser baseados em antígenos altamente 

conservados entre espécies patogênicas de Leptospira, para contribuir com a 

detecção de casos de leptospirose (Guerreiro et al., 2001). Para auxiliar, as proteínas 

recombinantes imunogênicas são uma alternativa para substituir os antígenos brutos 

no desenvolvimento de testes sorológicos de diagnóstico (Cullen et al., 2004).  

Proteínas recombinantes expostas na superfície da Leptospira spp., como 

LipL32, LigA, LigB e LipL21 vem sendo utilizadas no desenvolvimento de novos testes 

de diagnóstico, mostrando seu potencial imunogênico e diagnóstico. Dentre os 

estudos realizados, os valores de sensibilidade variam de 69-92% e a especificidade 

varia entre 98-100% (Haake et al., 2000, Srimanote et al., 2008, Seenichamy et al., 

2014, Kitashoji et al., 2015). Porém, ainda existem muitos grupos de pesquisa 

utilizando a bacterina como antígeno em ensaios de ELISA indireto, apresentando 

resultados de sensibilidade de 83-88% e especificidade entre 72-98,5% (Schlichting 

et al., 2015, Iwasaki et al., 2016, Vanasco et al., 2016). 

Atualmente não existe um teste de diagnóstico para leptospirose disponível 

para comercialização no Brasil. O teste DPP Leptospirose Humana produzido pela 

Bio-Manguinhos não obteve seu registro aprovado pelo Ministério da Saúde, mesmo 

apresentando resultados de 100% de sensibilidade e 93% de especificidade, fazendo 

com que o país tenha que importar os testes, gerando altos custos para os laboratórios 

que tenham interesse nesse produto (Nabity et al., 2012). Além disso, esses testes 

importados obtêm baixa sensibilidade e especificidade dependendo do local onde é 

utilizado, pois é composto pela L. biflexa, uma cepa não patogênica. 

Na maioria dos grupos de pesquisas que trabalham com o desenvolvimento de 

testes de diagnóstico para leptospirose canina, utilizam o antígeno recombinante 

LipL32 em seus testes. Um dos trabalhos utilizou 305 soros caninos e 100 ng da 
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proteína, apresentando valores de sensibilidade de 92,6% e especificidade de 84,3% 

(Ye et al., 2014a). Outros dois estudos utilizaram 50 ng de LipL32, um deles com o 

total de 137 soros com valores de sensibilidade de 96,4% e especificidade de 97,3% 

(Dey et al., 2004). O outro trabalho, utilizou um total de 227 soros e a especificidade 

foi avaliada conforme o anticorpo anti-IgM e anti-IgG canino, apresentando valores de 

96,4% e 95,5%, respectivamente (Andre-Fontaine et al., 2015). 

Desse modo, no presente trabalho as proteínas recombinantes (rLigBrep e 

rLipL32) foram utilizadas como antígenos durante o desenvolvimento de testes 

sorológicos baseados em ELISA. Foram escolhidas essas proteínas por estarem 

presentes somente em espécies patogênicas da bactéria, auxiliando no diagnóstico 

correto da doença (Croda et al., 2007). Nesses testes foram avaliados a detecção dos 

anticorpos anti-IgG canino, pelo fato desses anticorpos apresentarem altos níveis na 

fase convalescente e também porque a maioria dos diagnósticos são feitos nessa fase 

da doença (Waggoner et al., 2014).  

Essa diferença de sorovares prevalentes em cada região do país, pode ser vista 

nos resultados do MAT realizados na FIOCRUZ e na Faculdade de Medicina 

Veterinária da UFPel, onde em Salvador o sorovar mais prevalente foi Copenhageni 

(40 soros), seguido pelo Hardjobovis (31 soros), e em Pelotas os mais frequentes 

foram Canicola (8 soros), Mozdok (3 soros) e Copenhageni (2 soros). Esses dados 

enfatizam que na Região Sul do Brasil, em especial no Rio Grande do Sul, não há a 

prevalência de apenas um sorovar infectante em caninos. Isso se deve a alta 

proximidade entre as regiões rurais e urbanas, resultando no contato de cães com 

animais reservatórios de outros sorovares, ocasionando reações cruzadas no MAT. 

Isso resulta na dificuldade de diagnosticar corretamente o animal infectado, por 

necessitar de uma bateria com diversos sorovares e na limitação do uso da vacinação, 

pois seria fundamental que sua formulação dispusesse de vários sorovares para 

proteger esses animais.  

Alguns soros do banco de soros caninos do LPDI foram submetidos novamente 

ao MAT, pois em testes de diagnóstico feitos anteriormente, como ELISA e Dot blot, 

alguns desses soros obtiveram resultados diferentes do MAT feito pela FIOCRUZ. 

Dessa forma, 129 soros caninos foram testados no MAT pelo LPDI com quatro 

sorovares para o diagnóstico correto, sendo eles: Copenhageni, Canicola, Hardjobovis 

e Autumnalis. Após essa análise, 40 soros que antes eram considerados negativos 
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pela FIOCRUZ passaram a ser classificados como positivos, com títulos iguais ou 

superiores a 1:50.    

Em relação aos resultados apresentados, o teste de ELISA com a proteína 

rLigBrep apresenta resultados mais promissores do que a proteína rLipL32. Através 

da curva ROC, o teste com a proteína rLigBrep apresentou valores de 99% e 95% de 

sensibilidade e especificidade, respectivamente. Com a rLipL32, os melhores 

resultados foram obtidos também pelo ROC, demonstrando sensibilidade e 

especificidade de 90%. A rLigBrep possui valores de sensibilidade e especificidade 

maiores quando em comparação com outros trabalhos utilizando proteínas 

recombinantes, que apresentam valores variando entre 93-96% de sensibilidade e 84-

97% de especificidade. Porém, ambas as proteínas estão dentro dos critérios para um 

teste ser considerado ideal, onde na fase convalescente, o teste deve ter no mínimo 

90% de sensibilidade e especificidade (McBride et al., 2005, McBride et al., 2007a). 

No que diz respeito aos resultados da análise de concordância Kappa, a 

rLigBrep obteve valor de 0,942 e a rLipL32 com valor de 0,790. Ambas as proteínas 

apresentaram valores considerados de excelente concordância com o teste padrão 

de diagnóstico, que no caso da leptospirose é o MAT. Como o MAT não é um teste 

com precisão diagnóstica quando não possui soros pareados, ou seja, um soro 

coletado na fase aguda e outro na fase convalescente, testes com valores de Kappa 

superiores a 0,75, já são considerados promissores.     

O teste de ELISA-IgM com soros humanos utilizando a proteína LigBrep 

apresentado nesse trabalho, mostrou valores de 100% de sensibilidade e 72% de 

especificidade utilizando o cut-off padrão. Alterando esse valor de cut-off pelo gráfico 

ROC, o teste mudou os valores de sensibilidade e especificidade para 88% e 100% 

respectivamente. O teste ELISA-IgG utilizando soros humanos com a proteína 

LigBrep, obteve resultados de sensibilidade de 92% e de especificidade de 71% com 

o cut-off padrão. Após alterar esse valor pelo ROC, o teste aumentou a especificidade 

para 87% mas diminuiu a sensibilidade para 76%.  

Tendo em vista os resultados obtidos nesse trabalho e dos artigos 

apresentados anteriormente que utilizam proteínas recombinantes na elaboração do 

teste de ELISA, podemos observar que o ELISA avaliando o anticorpo anti-IgM 
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humano obteve resultados semelhantes aos trabalhos citados, principalmente após a 

alteração do valor de cut-off pela curva ROC. 

Nos testes realizados com o ELISA de captura, não ocorreu resultados 

esperados em nenhuma das diluições e combinações de anticorpos testados. Devido 

a isso, as atividades com esse formato de ELISA foram encerradas pelo grupo até 

obter explicações do motivo de estar ocorrendo reações inespecíficas em todos os 

testes nas maiores diluições de anticorpos.   

A dissertação possui em anexo B o pedido de registro de patente para uso de 

rLigBrep como imunobiológico para prevenção, controle e diagnóstico da leptospirose. 

A patente intitulada como Polipeptídeo LigBNID de Leptospira spp. para uso como 

imunobiológico, está sendo avaliada pelo INPI (Instituto Nacional da Propriedade 

Industrial).  
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8. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

 

 Resultados promissores com os soros caninos avaliados com a proteína 

rLigBrep, apresentando valores de sensibilidade de 99% e especificidade de 

95%; 

 Não obtivemos a padronização com o ELISA de captura, devido a reações 

inespecíficas; 

 Parceria com a Universidade Federal de Goiás, para a colaboração no 

desenvolvimento de um teste rápido para caninos utilizando a LigBrep; 

 Elaboração de um artigo científico para apresentar os resultados obtidos nesse 

trabalho. 
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9. ANEXOS 
 

Anexo A. Tabela com resultados do MAT realizado pelo LPDI. 
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Tabela 2. Resultados do MAT realizado pelo LPDI. 

 Soros L1-130 Canicola Hardjobovis Autumnalis 

     

0174 - - - - 

273.1 X X X - 

0299 - - - - 

0354 - X X - 

0612 X - X - 
0751 X X X X 

0874 - - - - 

0919 - - - - 

1035 X - - X 

1094.1 - - - - 

1220 - - - - 
1564 X - X - 

1698 X - - - 

1894 X - - - 

2057 - - - - 

2222 X - X X 

2277 - - - - 
2388 X - - - 

2414 - - X - 

2419 - - - - 

2468 - X X - 

2468 - - - - 

2576 - - - - 
2599 - - X - 

2812 - - - - 

2820 - - - - 

2850 - X - X 

2875 X - X - 

2881 - - - - 
2894 - - - - 

2907 - - - - 

2909 - - - - 

2913 - - - X 

2943 X - - - 

2952.1 - - X - 

2953 - - - - 

2953 - - - - 

2954 - - - - 

2952.2 - - - - 

2963 - - X - 

2969 - X X - 
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3031 - - - - 

3033 - X - - 

3034 X - - - 
3035.2 - - - - 

3062 X - - - 

3081 X - X - 

3161 - X X X 

3256 - - X - 

3298 - - - - 
3316 - - X - 

3317 - - X - 

3316.1 - - X - 

3337 X - X - 

3338 - - X - 

3378 X - - - 
3426 - - X - 

3436 - - - - 

3465 X - X X 

3471 X - - - 

3487 X X X X 

3496 - - - - 
3528 X - - - 

3575 - - - - 

3579 - - - - 

3599 X X X X 

3638.1 - - - - 

3641 - - X  
3642 - - X X 

3669 - X - X 

3670 X X X - 

3693 X - - - 

3703 - - - - 

3703 - - - - 
3837 X - X - 

3873 X - X - 

3887.1 - X - - 

3898 - - - - 

3915 - - - - 

3917 - X - X 
3923 - X - - 

3948 X X X - 

3953 - - - - 

3965 X - X - 

3979 - - - - 

3989 - X X - 
3991 - - X - 
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3996 X - X X 

4013 - X - - 

4014 - - - - 
4017 - - - - 

4018 - X - X 

4029 X - - - 

4051 X - - - 

4080 X X X X 

4084 - - - - 
4096 X - X - 

4103 X - X - 

4105 - - - - 

4111 X - X - 

4145 - - - - 

4148 - - X - 
4188 X - - - 

4199 - - - - 

4210 - - - - 

4213 - - - - 

4236 - - X - 

4310 - - - - 
4334.1 - - - - 

4334.2 X - - - 

4358.2 X X X - 

4411 - - - - 

4481.1 - - - - 

4663 - - X - 
4830 - - X - 

5103 X - X - 

5181 - - - - 

5221 - - - - 

5317 - X X - 

5321.1 X X X - 
5533 - - X - 

5641 - - X   X 

5730 - - X - 
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Anexo B 

 

Pedido de Patente: 

Polipeptídeo LigBNID de Leptospira spp. para uso como imunobiológico. 

 

Inventores:  Neida Lucia Conrad 

   Alan John Alexander McBride 

   Flávia Cruz McBride 

   Odir Dellagostin  

   Marcelle Silveira 

   Caroline Amurim Gonçalves 

   Luciana Zanini  

 

Resumo da invenção  

 

“Polipeptídeo LigBNID de Leptospira spp. para uso como 

imunobiológico”, refere-se ao isolamento de uma molécula de DNA, originalmente 

derivada do gene ligB de L. interrogans, que codifica para o polipeptídeo LigBNID, 

apresentando massa molecular de aproximadamente 54 kDa, que poderá ser usado 

para a prevenção da leptospirose como vacina ou componente vacinal, ou como 

componente no diagnóstico da leptospirose. O polipeptídeo recombinante é 

fortemente reconhecido pelo soro de pacientes com leptospirose, ou seja, é um 

marcador sorológico da infecção. A vacina baseada na proteína rLigBNID induziu 

imunidade protetora (80-100%) e esterilizante contra leptospirose letal em hamsters. 

De acordo com a presente invenção o polipeptídeo LigBNID, bem como a sequência 

que a codifica, poderão ser usados no diagnóstico e prevenção de leptospirose em 

humanos e animais. 
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