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TESTE IMUNOENZIMATICO (ELISA) PARA DETECGAO DE ANTICORPOS CIRCULANTES DA
CLASSE IgA NA LEPTOSPIROSE HUMANA

Marcos Vinicius da SILVA (1) & Eide Dias CAMARGO (2)

RESUMO

O teste imunoenzimaético (ELISA) foi avaliado para detec¢cido de anticorpos da
classe IgA naleptospirose humana. Nas amostras de soro analisadas o teste demons-
trou ser sensivel e especifico, quando comparado ao teste ELISA-IgM.

Os resultados encontrados sugerem que os anticorpos da classe IgA aparecem
tardiamente na leptospirose, e poderdo ser um marcador sorolégico evolutivo na

progressao da doenca.
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INTRODUCAO

A necessidade de aprimorar os recursos la-
boratoriais na leptospirose humana tem incenti-
vado o emprego de técnicas mais sensiveis e es-
pecificas, com a finalidade de proporcionar diag-
nostico laboratorial rapido e seguro.

O estudo das diferentes classes de anticor-
pos que podem aparecer nas fases evolutivas de
uma determinada patologia permite obter me-
lhores informacées cronolégicas e fisiopatologi-
cas da doenc¢a. Na busca de marcadores biolé-
gicos, na leptospirose humana, foi padronizado
otesteimunoenzimaético para a detecgcdo de anti-
corpos especificos da classe IgA.

MATERIAL E METODOS

1) Antigeno bruto preparado de acordo com
ametodologia descrita por ADLER et. al.!, modi-

ficado por SILVA et. al.”. Foram utilizadas para
a obtencao do antigeno, culturas de Leptospira
interrogans dos sorotipos: canicola, hebdoma-
dis, icterohaemorrhagiae, cynopterie brasilien-

sis®.

2) AMOSTRAS DE SORO:

2.1. Soros padrao positivos e negativos: so-
ros padrao positivos foram obtidos de 5 pacien-
tes com leptospirose, forma icterohemorragica
da doenca (sindrome de Weil), comprovado clini-
caelaboratorialmente (teste de soroaglutinacao
microscopica em campo escuro SAM)Z e pelo tes-
te imunoenzimatico para anticorpos especificos
da classe IgM, ELISA-IgM’ e soros padrdo nega-
tivos de 5 individuos sadios, sem antecedentes
clinico-epidemiolégicos e com sorologia negati-
va (SAM e ELISA-IgM) para leptospirose.
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2.2 Amostra de soros de 26 pacientes com sus-
peita clinica de leptospirose, 2 do sexo feminino
e 24 do masculino, com idades entre 13 a 51 anos
(média = 30,9 anos) e intervalo de tempo entre
o inicio dos sintomas e a coleta da amostra va-
riando de 5 a 16 dias (média = 9,2 dias).

2.3. O grupo controle foi constituido por so-
ros de 31 individuos adultos, aparentemente sa-
dios, sem antecedentes clinicos e epidemiolégi-
cos para leptospirose (17 do sexo feminino e 9
do masculino) e por 26 soros de pacientes com
outras patologias: leishmaniose: cutdnea (n =
1), mucosa (n = 1) e visceral (n = 2), malaria
por Plasmodium falciparum (n = 5) e Plasmo-
dium vivax (n = 2), febre tiféide (n = 1), menin-
gite bacteriana: indeterminada (n = 1), por
Streptococcus pneumoniae (n = 2) e por diplo-
cocos gram negativo (n = 5), sarampo (n = 4),
sifilis: primdria (n = 1) e secundaria (n = 1). To-
dos sorologicamente (SAM e ELISA-IgM) nio
reativos para leptospirose.

3) TESTES SOROLOGICOS:

3.1. Teste imunoenziméatico ELISA-IgA, pa-
dronizado conforme metodologia descrita:

a) solucoes e tampoes: PBS: solucéo fosfa-
tada (fosfatos 0,02M; NaCl 0,13M; pH 7,2).
SL: solu¢do de lavagem (soluc¢ao fisiold-
gica a 0,85% contendo 0,05% de
Tween-20). PBS-I: solucao tampao de in-
cubacao (PBS contendo 0,05% de
Tween-20 e 0,1% de leite desnatado).

Solugao cromégena: 1 mg de p-nitrofe-
nil-fosfato dissédico em 1 ml de solugéo tam-
ponada de dietanolamina 1M; MgCl,
0,005M; pH 9,8.

b) execucdo do teste: a cada cavidade das
placas de poliestireno, fundo U (INLAB,
Brasil), foram adicionados 100 ul do anti-
geno diluido, conforme seu titulo, em
PBS. Apés incubacao de uma hora a tem-
peratura ambiente e 15 a 18 horas a 4°C,
as placas foram lavadas trés vezes com
SL e utilizadas em seguida. Os soros foram
diluidos em PBS-I, na razdo 2, a partir
de 1:5, e 100 ul de cada diluigao foram
adicionados as cavidades da placa. Apés
uma hora de incubag¢io a 37°C em camara
umida, as placas foram lavadas trés ve-
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zes. Cem microlitros do conjugado anti-
IgA-humano-fosfatase alcalina (SIGMA,
USA), na diluicdo adequada em PBS-I fo-
ram adicionados aos orificios da placa.
Apo6s novo ciclo de incubacdo e lavagens,
adicionou-se 100 ul da solu¢do cromoége-
na e incubou-se a placa a 37°C por 45 mi-
nutos. A reacdo enzimatica foi interrom-
pida pela adi¢ao de 100 ul de NaOH 2M
e a densidade 6ptica (DO) determinada
em espectrofotébmetro de placas (Multis-
kan MCC, Flow-USA), no comprimento
de onda de 409 nm. Foram realizados pa-
ralelamente testes com placas onde o0 an-
tigeno foi substituido por PBS, para con-
trole dos soros.

O limiar de reatividade (cut-off) do teste
foi determinado pela média aritmética
das D.O. das amostras do grupo controle
(item 2.3), acrescida de trés desvios pa-
dréo, na diluicdo 1:40.

3.2. Teste ELISA-IgM, padronizado confor-
me metodologia descrita por SILVA et. al.”.

3.3 Soroaglutinagdo microscépica (SAM),
realizado de acordo com as normas preconizadas
pela OMS?2. Soros com titulos iguais ou maiores
do que 200 foram considerados positivos.

4) Teste estatistico do qui quadrado®.

RESULTADOS

As curvas dose-resposta dos soros padrio:
5soros positivos e 5 soros negativos, sdo apresen-
tadas na figura 1.

Os resultados comparativos dos testes ELI-
SA-IgM, ELISA-IgA e SAM, obtidos nos soros
dos pacientes com suspeita clinica de leptospi-
rose e do grupo controle, sdo apresentados na
tabela 1.

Os pacientes com suspeita clinica de leptos-
pirose foram divididos em dois grupos de acordo
com o intervalo de tempo entre o inicio dos pri-
meiros sintomas e a coleta da amostra. No pri-
meiro grupo com 17 pacientes, o intervalo de
tempo foi de 5 a 9 dias e no segundo (9 pacientes)
de 10 a 16 dias. Os resultados sio apresentados
na tabela 2.
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TABELA 1
Resultados comparatives dos testes: ELISA-IgM, ELISA-IgA e SAM* quanto a reatividade dos
soros dos 26 pacientes com suspeita clinica de leptospirose e do grupo controle.

testes: ELISA-IgM ELISA-IgA SAM
grupos Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo
1) 26 0 13 13 26 0
2) 0 57 0 57 0 57

* SAM — soroaglutinagao microscépica

(1) soros dos pacientes com suspeita clinica de leptospirose (n = 26)

(2) soros do grupo controle (n = 57)

TABELA 2
Resultados do teste ELISA-IgA aplicado nos soros dos 26 pa-
cientes com suspeita clinica de leptospirose, segundo o in-
tervalo de tempo entre o inicio dos sintomas e a coleta

da amostra.
teste ELISA-IgA  Positivo Negativo Total
At (dias) n (%) n (%) n
5— 9 4 (23,53) 13 (1647) 17
10— 16 g (100) — - 9

At = intervalo de tempo entre o inicio dos sintomas e a coleta
da amostra.

DISCUSSAO

O teste ELISA-IgA para o diagnéstico da
leptospirose humana foi padronizado e avaliado

com o objetivo de obter-se outro marcador soro-
l6gico, que ndo a IgM e a IgG* > % " na tentativa
de ampliar o recurso laboratorial desta impor-
tante antropozoonose.

As curvas dose-resposta obtidas no teste
ELISA-IgA (figura 1) para os soros padréao de
pacientes com leptospirose e de individuos nor-
mais, mostraram que o teste foi discriminante
e que ha proporcionalidade entre concentragao
de anticorpo e D.O. obtida (0,010 < p < 0,025).
A melhor diluicdo do soro a ser empregada no
teste ELISA-IgA foi 1:40 conforme observado na
figura 1.

O limiar de reatividade (cut-off) determina-
do através da média aritmética das densidades
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Fig. 1 — Curvas dose resposta obtidas no teste ELISA-IgA para soros de pacientes com leptospirose (1, 2, 3, 4 e 5) e de individuos

normais (6, 7, 8,9 e 10).
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6pticas das amostras de soros de 31 individuos
sadios e das 26 amostras de soros de outras pato-
logias, acrescida de trés desvios padroes, na di-
luigao 1:40, resultou em 0,630.

Embora a positividade do teste ELISA-
IgA tenha sido de 50%, quando comparado aos
testes ELISA-IgM e SAM, cabe ressaltar que
quando os pacientes com suspeita clinica de lep-
tospirose foram divididos em 2 grupos de acordo
com o intervalo de tempo entre o inicio dos sinto-
mas e a coleta da amostra observou-se fato inte-
ressante. Nos pacientes cujo intervalo de tempo
foi de 5 a 9 dias, 4 soros (23,53%) foram positivos
pelo teste ELISA-IgA, e naqueles, cujo intervalo
de tempo foi de 10 a 16 dias, a sorologia foi posi-
tiva em 100%.

Este resultado sugere que os anticorpos da
classe IgA podem ser um marcador evolutivo
na progressao da doencga, com aparecimento tar-
dio em relag¢ao aos da classe IgM, possibilitando
futurasinvestiga¢oes que podem contribuir para
odiagndéstico da leptospirose humana e a melthor
compreensao de sua fisiopatologia.

SUMMARY

Enzyme-linked immunosorbent assay ELISA
for the detection of antibodies in the hu-
man leptospirosis.

An Enzyme-linked immunosorbent assay
ELISA was evaluated for the detection of IgA anti-
bodies in the human leptospirosis. The assay
proved to be sensitive and specific when compa-
red with the ELISA-IgM, in the examinated se-
rum samples.

The results found suggest that IgA antibo-
dies became positive later in leptospirosis, and
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will can be an evolutive indicator in the develop-
ment of the disease.
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