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IMUNODIAGNOSTICO DA LEPTOSPIROSE HUMANA ATRAVES DO TESTE ELISA-IigM,
EMPREGANDO-SE DIFERENTES PREPARACOES ANTIGENICAS A PARTIR DE SOROTIPOS

PREVALENTES DE Leptospira interrogans.
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RESUMO

Realizou-se estudo comparativo de diferentes sorotipos de Leptospira interro-
gans utilizados na preparacdo de antigenos empregados no teste ELISA, para a
deteccdo de anticorpos da classe IgM, em amostras de soro na fase precoce e tardia
da leptospirose humana.

Foram utilizados dez sorotipos, escolhidos entre os que apresentaram maior
reatividade na soroaglutinacido microscépica (SAM), na cidade de Sao Paulo. Os
cinco sorotipos que apresentaram melhores resultados individualmente no teste
ELISA-IgM (canicola, hebdomadis, icterohaemorrhagiae, cynopteri e brasiliensis),
foram também estudados em mistura antigénica.

Os antigenos ndo tratados apresentaram maior reatividade do que os antigenos
tratados com Triton X — 100 (4%) a temperatura de 50°C, durante 4 horas.

O teste ELISA-IgM empregando os sorotipos nao tratados, isoladamente, e em
mistura antigénica, mostrou-se altamente sensivel, podendo ser empregado como
teste de triagem para o diagndstico precoce da leptospirose humana. Outra aplica¢ao
do teste é permitir a detec¢ao do inicio de situacoes epidémicas ou de surtos, possibi-

litando acionar medidas de vigilancia epidemiolégica.

UNITERMOS: Leptospirose; Teste Imunoenzimatico (ELISA) IgM.

INTRODUCAO

A leptospirose é uma zoonose de grande im-
portancia em nosso meio, com alta incidéncia
tanto em humanos como em animais.

A doenca é causada pela Leptospira interro-
gans, que engloba mais de 180 sorotipos. Estes
diferentes sorotipos apresentam homologia en-
tre si, o que determina reac¢des cruzadas, princi-
palmente intragrupo, dificultando a determina-
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¢ao precisa do sorotipo infectante. Por outro la-
do, essas reagoes cruzadas permitem utilizar um
numero reduzido de sorotipos como antigenos
nos testes imunodiagnoésticos para detectar an-
ticorpos® * - 25,

Na escolha dos sorotipos de leptospiras a
serem utilizados na preparacao dos antigenos,
deve-se considerar os de maior prevaléncia na
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area em estudo, implicados tanto na forma grave
da doenca (icterohemorragica) comona benigna.

Vidrias preparacoes antigénicas ja foram uti-
lizadas nos testes soroldgicos, na tentativa de
se obter um antigeno especifico, e de melhor sen-
sibilidade. Na reacao de soroaglutinacao micros-
copica em campo escuro (SAM), preconizada pe-
la Organizacdo Mundial de Satde’, emprega-se
como antigeno leptospiras integras. Outros tes-
tes como: fixacdo de complemento, reacao de
hemaglutinacao, imunofluorescéncia, contrai-
munoeletroforese, radioimunoensaio, imunoen-
zimatico (ELISA e Dot-ELISA), tém sido realiza-
dos com diferentes metodologias de extraciao e
purificacdo antigénica, sempre em busca de me-

lhores resultados& 5, 6, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 23, 24, 27, 28

Este trabalho tem como objetivo estabelecer
a preparac¢ao antigénica e os sorotipos que apre-
sentam melhor reatividade e o seu comporta-
mento, quando empregados isolados e em mistu-
ra antigénica no teste imunoenzimadtico para a
detecgcaode anticorpos circulantes da classe IgM
(ELISA-IgM) na leptospirose humana.

MATERIAL E METODOS

1) ANTIGENO

Foram utilizados os sorotipos de leptospiras
que mais freqientemente apresentaram resulta-
dos positivos no teste de soroaglutinagcido mi-
croscopica em campo escuro (SAM), realizado
no Instituto Adolfo Lutz. Diferentes metodolo-
gias de preparacao antigénica foram emprega-
das:

1.1 antigeno bruto, preparado de acordo com a
metodologia descrita por ADLER et al.?, mo-
dificada por SILVA et al.?2. Foram utilizadas
para a obtenciao dos antigenos, culturas de
Leptospira interrogans dos seguintes soroti-
pos: castellonis, panama, canicola, hebdo-
madis, grippotyphosa, pomona, icterohae-
morrhagiae, autumnalis, cynopteri e brasi.
liensis.

1.2 antigeno submetido a tratamento fisico-qui-
mico, conforme metodologia descrita por

MYERS!'5, com algumas modificacoes: fo-
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ram utilizadas culturas de Leptospira inter-
rogans, sorotipos: castellonis, panama, ca-
nicola, hebdomadis, grippotyphosa, ictero-
haemorrhagiae, pomona e autumnalis, em
meio EMJH. No 7° dia de crescimento com
aproximadamente 5 X 107 leptospiras/m], fo-
ram congeladas a -20°C, durante 40 dias.
Apoés o descongelamento e centrifugacao a
10.000 xg durante 45 minutos a 4°C, as leptos-
piras foram ressuspensas com solucéo fosfa-
tada tamponada, 0,02 M, pH 7,2 (PBS), acres-
cidas de Triton X-100 a 4% (V/V), e foram
incubadas em banho-maria a 50°C, com agi-
tagao ocasional durante 4 horas e subme-
tidas a nova centrifugacdo. O sobrenadante
foi separado e empregado individualmente
como antigeno no teste ELISA IgM. O sedi-
mento foi ressuspenso em 8 ml de PBS e tra-
tado com ultra-som, ciclos de 20 Khz, 0,8 mA,
com 3 ciclos de um minuto, e empregado iso-
ladamente como antigeno no teste ELISA-
IgM.

As trés preparacées antigénicas nao subme-
tidas ao tratamento, sedimento do pés-trata-
mento e respectivo sobrenadante, foram em-
pregadas nas mesmas concentracdes protéi-
cas?, e armazenadas a -20°C até o momento
do uso no teste ELISA-IgM.

2) AMOSTRAS DE SORO

2.1 Soros padrées positivo e negativo: O soro
padréo positivo foi obtido de paciente com
leptospirose comprovada clinica e laborato-
rialmente (teste de soroaglutinacdo micros-
cOpica em campo escuro — SAM)’; e o0 soro
padrao negativo de individuo sadio, sem an-
tecedentes clinico-epidemiolégicos e labo-
ratorialmente negativo (SAM) para leptos-
pirose.

2.2 Amostras pareadas de soro de 41 pacientes
com leptospirose, coletadas com intervalo
médio de 13,8 dias entre a primeira e a segun-
daamostra. As primeiras amostras foram ne-
gativas e as segundas positivas para leptos-
pirose pelo teste SAM.

2.3 Amostras de soro do grupo controle, consti-
tuido por 30 individuos adultos aparente-
mente sadios, sem antecedentes clinicos e
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epidemiolégicos para leptospirose (11 ho-
mens e 19 mulheres) e 30 soros de pacientes
com outras patologias: hepatite B (n = 2),
febre tiféide (n = 2), febre amarela (n = 1),
dengue (n = 1), citomegalovirose (n = 1), sifi-
lis (n = 4), doenca de Chagas (n = 4), maldria
(n = 3), leishmaniose cutdneo-mucosa (n =
4), mononucleose infecciosa (n = 1), sarampo
(n = 1), artrite reumatéide (n = 1), lapus
eritematoso (n = 3) e febre reumatica (n =
2).

3) TESTES IMUNODIAGNOSTICOS

3.1 teste imunoenzimatico para deteccéo de an-
ticorpos da classe IgM (ELISA-IgM), padro-
nizado conforme metodologia descrita por
MILNER et al.’, modificada por SILVA et
al.??, utilizando conjugado anti-IgM huma-
no-fosfatase alcalina (SIGMA-USA), com o
tempo de incubacio com a solucgdo cromé-
gena reduzido de 45 para 25 minutos. A leitu-
ra foirealizada em espectrofotémetro de pla-
cas (MULTISKAN-MCC, FLOW, USA) no
comprimento de onda de 409 nm. O limiar
de reatividade do teste para cada um dos
antigenos empregados foi determinado pela
média aritmética dos resultados, em densi-
dade 6ptica, dasamostras do grupo controle,
na diluicdo do soro 1:200, acrescida de trés
desvios padroes.

3.2 teste de soroaglutinacdo microscépica em
campo escuro (SAM), realizado de acordo
com as normas da Organizacao Mundial de
Saude’, utilizando-se os seguintes sorotipos
de leptospiras: icterohaemorrhagiae, cope-
nhageni, grippotyphosa, canicola, pomona,
wolffi, australis, bataviae, panama, patoc,
tarassovi, brasiliensis, castellonis, pyroge-
nes, javanica, autumnalis, butembo, sher-
mani, andamana, djasiman, celledoni, cy-
nopteri e hebdomadis, sendo considerado
como positivo quando houve reatividade
com um ou mais dos vinte e trés sorotipos
utilizados no teste, a partir da diluicaoc do
soro 1:200.

4) ANALISE ESTATISTICA

O teste X? de MacNemar foi utilizado para
verificar a significdncia. Foram calculados

também os indices de sensibilidade e especifi-
cidade?.

RESULTADOS

Foi determinado o limiar de reatividade pa-
ra cada um dos sorotipos de leptospiras empre-
gados como antigeno no teste ELISA IgM, a par-
tir das médias aritméticas dos resultados, em
densidade 6ptica, das 60 amostras de soros do
grupo controle, acrescidos de trés desvios pa-
droes, utilizando-se preparacdes antigénicas
bruta e o sedimento obtido apos tratamento fisi-
co-quimico (tabela 1).

Os resultados dos soros padrdes positivo e
negativo, obtidos com o emprego do sobrena-
dante da preparacdao tratada fisico-quimicamen-
te, nao foram significativos (dados n&do apresen-
tados), nao se empregando esta preparacio nes-
te estudo.

TABELA 1
Limiar de reatividade em densidade 6ptica (DO) para cada
sorotipo de Leptospira interrogans, em diferentes preparacoes
antigénicas, utilizados no teste ELISA-IgM.

Antigeno a b
Sorotipo D.O.* D.O.*

castellonis 0,749 0,432
panama 0,543 0,381
canicola 0,400 0,492
hebdomadis 0,402 0,328
grippotyphosa 0,451 0,348
icterohaemorrhagiae 0.340 0,311
pomona *},515 0,298
autumnalis 0,778 0,365
cynopteri 0,407 NR

brasiliensis 0,449 NR

a = antigeno néo tratado.

b = antigeno obtido do sedimento das culturas de leptospiras,
ressuspenso em PBS apds tratamento com agentes qui-
mico e fisico simultaneamente.

* = limiar de reatividade = média de densidade 6ptica
(DO} dos 60 soros {(grupo controle) acrescida de trés
desvios padroes.

NR = ndio realizado.

Os resultados do teste ELISA-IgM utilizan-
do as preparacodes antigénicas bruta e tratada,
para as primeiras e segundas amostras de soro
dos pacientes com leptospirose sio apresenta-
dos na Tabela 2. As 41 amostras colhidas no ini-
cio da doenga (1*s amostras) foram negativas
aplicando-se o teste SAM, e as na fase tardia
(2:s amostras) foram positivas.
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A especificidade do teste ELISA-IgM, em-
pregando cada um dos dez sorotipos nas duas
preparacdes antigénicas estudadas, foi de 100%,
calculado a partir dos resultados das 60 amos-
tras do grupo controle. O teste SAM aplicado
as mesmas amostras, foi positivo em 9 amostras
(especificidade de 85%), sendo 3 de individuos
normais e 6 de pacientes com outras patologias.

O teste de MacNemar foi aplicado para veri-
ficar a significAncia dos resultados obtidos entre
os testes ELISA-IgM empregando o antigeno
nao tratado e o SAM para cada sorotipo estu-
dado (Tabela 3).

Pela analise das Tabelas 1 e 2 foram escolhi-
dos os cinco sorotipos que apresentaram os me-
Ihores resultados: canicola, hebdomadis, ictero-
haemorrhagiae, cynopteri e brasiliensis. A par-
tir destes, foi preparada uma mistura antigénica
homogénea, com concentracao protéica final de

3 ng/ml. Esta mistura antigénica so foi estudada
para as preparacoes antigénicas nao tratadas.

O teste ELISA-IgM empregando a mistura
antigénica foi aplicado as 60 amostras de soro
do grupo controle, resultando uma densidade
optica de 0,153, que acrescida de 3 desvios pa-
droes estabeleceu o limiar de reatividade de
0,382. O mesmo ensaio foi realizado para as
amostras de soro dos 41 pacientes com leptos-
pirose. Das 41 amostras colhidas no inicio da
doenca 29 (70,73%) foram positivos e das segun-
das amostras (fase tardia), todas as 41 (1009%)
foram positivas.

DISCUSSAO

O aprimoramento do imunodiagnéstico na
leptospirose humana vem auxiliar o médico que
podera dispor de recursos laboratoriais para a

TABELA 2
Positividade do teste ELISA-IgM com diferentes preparacg¢oes antigénicas em amostras de soro

de 41 pacientes

com leptospirose, no inicio da doenca (1?s amostras, negativas pela SAM) e na

fase tardia (23s amosiras, positivas pela SAM).

AN

Teste ELISA — IgM POSITIVO
12s amostras

2:s amostras

Antigeno a b a b

Sorotipo n (%) n (%) n (%) n (%)

L. castellonis * 21 (51,2) 1 2,4)* 29 (70,7) 25 (B1,0)****
L. panama 24 (58,5) 3 (1,3)* 34 (82,9 33 (80,5)%***
L. canicola 30 (73,2) 18 (43,9)* 38 (92,7 39 (95,1)*#kx*
L. hebdomadis 32 (78,1) 4 (9,8)* 38 (92,7) 28 (68,3)*
L. grippotyphosa 19 (46,4) 3 (71,3)* 28 (68,3) 26 (63,4)***
L. icterohaemorrhagiae 31 (75,6) 14 (34,2)* 40 (97,6) 40 (97,6)*+**
L. pomona 22 (53,6) 16 (39,0)** 33 (80,5 39 (95,1)**
L. autumnalis 20 (48,8) 4 (9,8)* 10 (24,4) 38 (92,7)*
L. cynopteri 31 (75,68) NR 40 (917,5) NR

L. brasiliensis 28 (68,2) NR 37 (90,2) NR

a = antigeno ndo tratado.

b = antigeno obtido do sedimento das culturas de leptospiras, ressuspenso em PBS ap6s tratamento
com agentes quimico e fisico simultaneamente.

teste SAM: 12s amostras = todas negativas.
2:s amostras = todas positivas.
NR = nao realizado.
teste de MacNemar: ELISA-IgM X SAM.

* p < 0,005; ** 0,010 < p < 0,025; *** 0,025 < p < 0,050; **** p > 0,050
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de sorotipos prevalentes de Leptospira interrogans.

TABELA 3
Resultados do teste de significancia entre os testes ELISA-IgM e SAM aplicados as primeiras
e segundas amostras de soro, de 41 pacientes com leptospirose, frente aos diversos sorotipos.

* Teste de Significancia: ELISA-IgM X SAM

Sorotipo 1?s amostras 235 amostras

L. castellonis p < 0,005 p < 0,005
L. panama p < 0,005 0,005 < p < 0,010
L. canicola p < 0,005 p > 0,050
L. hebdomadis p < 0,005 p > 0,050
L. grippotyphosa p < 0,005 p < 0,005
L. icterohaemorrhagiae p < 0,005 p > 0,050
L. pomona p < 0,005 p < 0,005
L. autumnalis p < 0,005 p < 0,005
L. cynopteri p < 0,005 p > 0,050
L. brasiliensis p < 0,005 p > 0,050

teste SAM: 1°s amostras = todas negativas; 2°s amostras = todas positivas.

* teste de MacNemar.

confirmacao diagnoéstica, e ampliar os conheci-
mentos acerca desta patologia.

Através da experiéncia do Instituto Adolfo
Lutz em leptospirose, foram estabelecidos os so-
rotipos que em nosso meio, mais freqlientemente
apresentam resultados positivos no teste SAM:
castellonis, panama, canicola, hebdomadis,
grippotyphosa, icterohaemorrhagiae, pomona,
autumnalis, cynopteri e brasiliensis.

Estudou-se 0 comportamento individual de
cada sorotipo frente a trés diferentes processos
de obtencao de antigeno, com a finalidade de
estabelecer os melhores resultados no teste ELI-
SA-IgM para a leptospirose humana. Os procedi-
mentos para obtencao do antigeno a partir dos
sorotipos de leptospiras foram: nao tratamento,
sedimento e sobrenadante do tratamento das
leptospiras com Triton X-100. Este ultimo nao
apresentou resultados adequados e foi elimina-
do do estudo.

Os valores do limiar de reatividade do teste
ELISA-IgM utilizando o antigeno (sedimento)
tratado, foram menores do que os obtidos com
o antigeno nao tratado, para todos os sorotipos
(Tabela 1). A grande variacao de densidade 6pti-
ca observada de 0,340 a 0,778, sugere que alguns
sorotipos apresentam maior especificidade en-
tre o antigeno e o respectivo anticorpo.

A sensibilidade do teste ELISA-IgM empre-
gando-se as duas diferentes preparacoées antigé-
nicas, para os dez sorotipos estudados, foi deter-
minada a partir dos resultados das amostras de
soro dos 41 pacientes com leptospirose (Tabela
2).

Para as amostras de soro na fase inicial da
doenca os melhores resultados no teste ELISA-
IgM foram obtidos com a preparacio antigénica
nao tratada, enquanto na fase tardia, as duas
preparac¢oes nao apresentaram diferengas signi-
ficativas, com excec¢ao dos sorotipos hebdoma-
dis e autumnalis. O tratamento fisico-quimico
para a obtencdo do antigeno apresentou bons
resultados quando empregados na contraimu-
noeletroforese (MYERS-1987), 0 mesmo nao
ocorrendo neste estudo, paraoteste ELISA-IgM.

Os resultados evidenciam a existéncia de
reacoes cruzadas entre os diferentes sorotipos
de Leptospira interrogans, o que sugere a possi-
bilidade do emprego de uma mistura antigénica
dos sorotipos maisreativos, no teste ELISA-igM.

Em estudo anterior (SILVA), empregando a
cepa Patoc 1 (ndo patogénica) no teste ELISA-
IgM, a sensibilidade para as amostras precoces
foi inferior (51,22%) a aqui observada, empregan-
do individualmente sorotipos patogénicos: cani-
cola(73,2%), hebdomadis (78,1%), icterohaemor-
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rhagiae (75,6%), eynopteri (75,6%) e brasiliensis
{(68,2%), e em mistura antigénica (70,73%). Os re-
sultados dos antigenos obtidos de leptospiras
patogénicas, nao apresentaram diferenca signifi-
cativa, quando empregados isolados ou em mis-
tura antigénica, no teste ELISA-IgM.

O teste ELISA-IgM nio apresentou reaciao
falso positiva no grupo controle (especificidade
de 100%), ja no teste SAM a especificidade foi
menor (85%).

Os resultados obtidos no teste ELISA-IgM
empregando mistura antigénica apresentaram
sensibilidade de 70,73% e 100% respectivamente
para as primeiras e segundas amostras, niveis
observados para cada um dos sorotipos isolada-
mente (p > 0,05). Este resultado sugere que a
mistura de antigenos dos sorotipos mais preva-
lentes pelo teste SAM em uma regiao, pode ser
utilizada no teste ELISA-IgM para a leptospi-
rose humana, sem perda de sensibilidade e espe-
cificidade, podendo o teste ser aplicado em tria-
gem sorolégica.

Por outro lado, a precocidade do teste ELI-
SA-IgM permite confirmac¢ao diagnoéstica rapida
e segura, util também em situacoes epidémicas
ou de surtos, possibilitando acionar medidas de
vigilancia epidemiolégica.

SUMMARY

Immunodiagnostic of human leptospirosis by
ELISA-IgM, employing different antigenic pre-
parations as from prevalent serovars of Leptos-
pira interrogans.

A comparative study among different sero-
vars of Leptospira interrogans was performed
in order to prepare antigens to detect IgM anti-
bodies by ELISA in early and late phase of hu-
man leptospirosis.

Ten serovars were chosen among the most
prevalent detected by microscopic seroaggluti-
nation (SAM) in Sao Paulo city. Using ELISA-
IgM five of them showed better results (canicola,
hebdomadis, icterohaemorrhagiae, ecynopteri
and brasiliensis). These ones were also studied
in a pool.
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The non-treated antigens showed higher
reactivity than the Triton X-100 (4%/50°C/4h).

ELISA-IgM using individually or pool of non
treated antigens proved to be reliable with high
sensitivity and should be used for an earlier diag-
nosis of leptospirosis, as a trial test. Faster diag-
nostic elucidation can be useful to detect epide-
mic situations, so, allowing epidemiological sur-
veillance interventions.
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