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RESUMO

Foi avaliado o teste imunoenzimédtico (ELISA), para detecgcdo de anticorpos
da classe IgM na leptospirose humana. Nas amostras de soros analisadas, o teste
ELISA demonstrou ser mais sensivel, especifico e precoce, quando comparado ao
teste de soroaglutinacdo microscoépica. A anéalise dos resultados obtidos nesta avalia-
cdo demonstrd que o teste ELISA permite detectar niveis baixos de anticorpos
circulantes, e também anticorpos ndo aglutinantes, ndo detectaveis através do teste

de soroaglutinacao microscopica.
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INTRODUCAO

A leptospirose € uma zoonose de distribui-
¢ao universal.

No Brasil, a leptospirose acarreta sérios pro-
blemas a saude publica, com aumento de sua
incidéncia nos meses com maiores indices pluvio-
meétricos, fato que associado as precarias condi-
¢bes de saneamento bésico estabelece condicoes
adequadas para o pleno desenvolvimento de sua
cadeia epidemiologica.

Ocupa lugar importante entre as causas de
doencas profissionais, levando ao absenteismo
e repercussoes econdmicas. Em veterinaria
acarreta sérios prejuizos, por acometer princi-
palmente a pecudria.

Entre as diferentes manifestacdes clinicas
da letospirose, a forma classica do Sindrome de
Weil ndo apresenta dificuldades diagnésticas na
maioria dos casos. O mesmo nao ocorre com as
outras manifestacoes da doenca, como a menin-
gite linfocitdria e quadros febris em que o diag-
noéstico clinico é muito dificil, necessitando auxi-
lio laboratorial para a sua elucidacao.

Oisolamentodaleptospira do sangue, liquor
e urina de pacientes é quase sempre impossivel
em nosso meio, restando apenas como confir-
macédo laboratorial ou mesmo na elucidacao
diagnodstica, o teste de soroaglutinacdo micros-
cOpica em campo escuro (SAM) que é preconi-
zado pela Organizacao Mundial de Saude. Este
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teste apresenta positividade tardia, dificultando
ou impossibilitando o diagnéstico laboratorial
na fase inicial da doenc¢a, ou em casos em que
nao ocorre o0 aparecimento de anticorpos agluti-
nantes da classe IgG! %

O objetivo deste trabalho é contribuir para
o aprimoramento do diagnéstico laboratorial da
leptospirose, através da avaliacao do teste imu-
noenzimatico (ELISA-IgM) até entdo nao utili-
zado em nosso meio.

MATERIAL E METODOS

1. Antigeno — preparado de acordo com a
metodologia descrita por ADLER e cols' com
algumas modificacoes.

Foram utilizadas culturas de leptospiras, ce-
pa Patoc 1, procedentes do Center for Disease
Control (Atlanta, USA) e mantidas em meio
EMJH, no Instituto Adolfo Lutz. No 7° dia apés
o repique quando se obtém cerca de 5 x 107 lep-
tospiras/ml, as bactérias foram congeladas a
-20°C, durante 7 dias. Apés o descongelamento
e centrifugacao a 10.000 x g durante 30 minutos
a 4°C, as leptospiras foram lavadas duas vezes
com solucéo fosfatada tamponada, 0,02M, pH 7,2
(PBS), eressuspensas em PBS no volume corres-
pondente ao repique inicial. Em seguida foram
submetidas a trés ciclos de tratamento com ul-
trassom, 20 Khz, 0,8 mA, trés minutos cada ciclo.
O antigeno assim obtido foi dividido em aliquo-
tas de 1 mle armazenado a -20°C. Foram determi-
nadas a concentracéo proteica pelo método de
BRADFORD?, e a concentracao 6tima do anti-
geno através de titulacdo em bloco, frente a soros
padroes positivo e negativo.

2. Amostras de soro

2.1. Soros Padroes positivo e negativo: foram
utilizados, respectivamente, um soro de pacien-
te com leptospirose comprovada clinica e labo-
ratorialmente (SAM), e um soro de um individuo
sadio sem antecedentes clinicos e epidemiolé-
gicos para leptospirose.

2.2. Amostras pareadas de 41 pacientes com
suspeita clinica de leptospirose, coletadas com
intervalo médio de 13,8 dias. As primeiras amos-
tras foram denominadas A, e as segundas A,.
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2.3. O grupo controle foi constituido por so-
ros de 30 individuos adultos aparentemente sa-
dios sem antecedentes clinicos e epidemiologi-
cos para leptospirose (11 homens e 19 mulheres)
denominado grupo B, e por 30 soros de pacientes
com patologias que entram no diagnéstico dife-
rencial da leptospirose: hepatite B (n=2), febre
tifoide (n ¥2), febre amarela(n=1),dengue (n=1),
citomegalovirose (n =1), sifilis (n =4), Doenca de
Chagas (n =4), malaria (n =3), leishmaniose cuta-
neo-mucosa (n= 4), mononucleose infecciosa
(n=1), sarampo (n =1), artrite reumatéide (n=1),
lupus eritematoso (n=3) e febre reumatica
(n =2). Este grupo foi denominado C.

3. Testes sorologicos

3.1. Teste imunoenzimatico, ELISA-IgM, pa-
dronizado conforme metodologia descrita por
MILNER e cols.®, com algumas modificacées:

a) Solucodes e tampoes: PBS: solucao fosfatada
tamponada (fosfatos 0,02M; NaC10,13M; pH
7,2). PBS-T: solu¢ao tampao de lavagem
(PBS contendo 0,05% de Tween-20). PBS-TL:
solucdo tampdo de incubacao (PBS-T con-
tendo 0,1% de leite Molico®). Solucio cromé-
gena: 1 mg de p-nitro-fenil-fosfato dissodico
em 1 ml de solucao tamponada de dietano-
lamina (dietanolamina 1 M; MgC1, 0,005M;
pH 9,8).

b) Execucao do teste: a cada cavidade das pla-
cas de poliestireno, fundo U (Inlab, Brasil),
foi adicionado 100l do antigeno diluido, con-
forme seu titulo, em PBS. Apds incubacao
de uma hora a temperatura ambiente e 15
a 18 horas a 4°C, as placas foram lavadas trés
vezes com PBS-T e utilizadas em seguida.
Os soros foram diluidos em PBS-TL, na ra-
740 2, a partir de 1:200, e 100ul de cada diluicao
foi adicionado as cavidades da placa. Apos
uma hora de incubacio a 37°C em camara
umida, as placas foram lavadas trés vezes.
Cem microlitros do conjugado, anti-IgM-hu-
mano-fosfatase alcalina (Sigma, USA), na di-
luicdo adequada em PBS-TL foram adicio-
nados aos orificios da placa. Apés novo ciclo
de incubacdo e lavagens, 100ul da solucéao
cromoégena foi adicionado, e a placa incubada
a 37°C por 45 minutos. A reacdo enzimatica
foi interrompida pela adicdo de 100ul de
NaOH 2M, e a densidade 6ptica (DO) determi-
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nada em espectrofotometro de placas (Mul-
tiskan MCC, Flow USA) no comprimento de
onda de 409 nm. Foram realizados paralela-
mente testes com placas onde oantigeno foi
substituido por PBS, para controle dos soros.

O “cut off” do teste foi determinado pela média
aritmética das D.O. das amostras do grupo B,
acrescida de trés desvios padrées, na diluicao
1:200.

3.2. Soroaglutinacdo microscopica (SAM),
realizado de acordo com as normas preconizadas
pela OMS3. Soros com titulos iguais ou maiores
que 1:200 foram considerados positivos.
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4. Analise estatistica

O teste x* de McNemar foi utilizado para a
determinacao dos niveis de significancia® e, estu-
dados os indices de sensibilidade e especifici-
dade.

RESULTADOS
A concentracao proteica doantigeno obtida
foi de 100pmg/ml.

A Figura 1 mostra a titulacao em bloco do
antigeno no teste ELISA-IgM, frente aos soros
padroes positivo e negativo.
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Fig. 1 — Densidades 6pticas obtidas para as dilui¢des dos soros padrées positivo (a) e negativo (b), no teste ELISA-IgM,
empregando antigeno de leptospira cepa Patoe 1, nas concentragées de 10pg/ml (-); 5pg/ml (---); 3ug/ml (...) e 1,5pug/ml (-.-).
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A concentracgao de 3ug/ml ou 0,3ug por cavi-
dade, foi escolhida para sensibilizacao das pla-

As curvas dose-resposta de cinco soros do
grupo A, e 5 soros do grupo B sao apresentados

cas.
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na figura 2.
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Pig. 2 — Curvas dose-resposta obtidas no teste ELISA-IgM para soros de pacientes com leptospirose (1, 2, 3, 4, 5) e de

individuos normalis (6, 7, 8, 9 e 10).

Os resultados comparativos dos testes ELI-
SA-IgM e SAM, obtidos nos soros dos grupos:
A, B e C sao apresentados na tabela 1; a tabela
2 mostra as percentagens de falso negatividade
e falso positividade.

TABELA 1

Resultados comparativos dos testes ELISA IgM e SAM quanto
a reatividade dos soros dos grupos A, B e C.

Testes ELISA-IgM ELISA-IgM
Positivo Negativo
Total
SAM SAM SAM SAM a
Grupos Positivo | Negativo | Positivo |Negativo
A 0 21 0 20 41
A, 41 0 0 0 41
B 0 0 3 27 30
(e} 0 0 6 24 30

A - soros pareados (A, primeira e A, segunda amostra) de pa-
cien'tes com suspeita clinica de leptospirose.

B - soros de adultos sadios.

C - soros de pacientes com outras patologias.
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TABELA 2

Resultados falso negativo e falso positivo dos testes
ELISA-IgM e SAM para os grupos de soros estudados.

Testes ELISA-IgM SAM
Resultados
Falso A 48,78% # 100% *
Negativo A, 0 0
Falso B 0 ok 10% ok
Positivo C 0 HAE 20% ok

teste estatistico aplicado X® de McNemar

* P < 0,005
= 0,010 < p < 0,025
ek p < 0,005

A - soros pareados (A, primeira e A, segunda amostra) de pa-

cientes com suspeita clinica de leptospirose.
B - soros de adultos sadios
C - soros de pacientes com outras patologias.

A sensibilidade e a especificidade obtidas
para os testes de acordo com os grupos de soros

estudados, sdo apresentados na tabela 3.
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TABELA 3

Sensibilidade e especificidade segundo teste sorolégico e grupo

de soros
o Testes | prrsa-tem SAM
Indices
Sensibi- A 51,22% 0
lidade A, 100% 100%
Especi- B 100% 90%
ficidade (o] 100% 80%

A - soros pareados (A, primeira e A, segunda amostra) de pa-
cientes com suspeita clinica de leptospirose.

B - soros de adultos sadios

C - soros de pacientes com outras patologias.

DISCUSSAO

Foi padronizado e avaliado o teste ELISA-
IgM para o diagnoéstico sorolégico da leptospi-
rose humana, na tentativa de se obter um teste
mais sensivel que a SAM?.

O teste SAM preconizado pela OMS apre-
senta algumas desvantagens: 1 — A utilizacéo de
leptospiras vivas com riscos de infeccao aciden-
tal do pessoal de laboratoério, e perdas das cultu-
ras por contaminacéo®. 2 — E um teste de leitura
visual microscopica, sujeito a maior margem de
erro. A leitura espectrofotométrica dos testes
imunoenzimaticos diminui em muito tal tipo de
erro.

O preparo do antigeno utilizado no teste
ELISA-IgM, cepaPatoc 1,leptospiranao patogé-
nica, é de facil execucao e de bom rendimento:
um ml do antigeno permite realizar cerca de 300
testes (figura 1).

As curvas dose-resposta obtidas no teste
ELISA-IgM (figura 2) para os soros de pacientes
com leptospirose, e de individuos normais mos-
tram que o teste foi discriminante e que ha pro-
porcionalidade entre concentracdo de anticor-
pos e D.O. obtida.

O “cut off”’, determinado através da média
aritmética das 30 amostras de soros de indivi-
duos sadios (grupo B) acrescida de trés desvios
padrées, na diluicdo 1:200, resultou em 0,589. A
mesma determinacéo aplicada ao grupo de soros
de pacientes portadores de outras patologias
(grupo C), resultou em 0,502 valor abaixo do “cut
off”.

Na avaliacdo comparativa, o teste ELISA-
IgM mostrou-se mais sensivel e especifico do que
a SAM (tabelas 1, 2, 3), resultados estes concor-
dantes com os da literatura® 7 °.

Embora a positividade do teste ELISA-IgM
tenha sido superior ao da SAM (P < 0,005), a baixa
positividade (51,22%) encontrada nas primeiras
amostras (A ), poderia ser explicada pelo empre-
godo antigeno cepa Patoc 1,leptospira nao pato-
génica.

Os resultados do teste ELISA-IgM sugerem
futuras investigacodes, entre elas, a utilizacao de
bateria antigénica de diferentes sorotipos de lep-
tospiras do grupo Icterohaemorrhagiae, pa-
ra melhor avaliacao do imunodiagnéstico dalep-
tospirose.

AGRADECIMENTOS

Ao Dr. Paulo H. Yasuda pela orientacao e
pelo auxilio no preparo do manuscrito, e a Dra.
Marina Ortolan pela manutencao e fornecimen-
to da cepa de leptospira.

SUMMARY

Enzyme-linked immunosorbent assay for the
detection of IgM antibodies in human leptos-
pirosis

An enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) for the detection of immunoglobulin M
(IgM) antibodies in human leptospirosis was eva-
luated. From the results obtained in this study,
it may concluded that the IgM-ELISA is a suita-
ble technique not only for the detection of low
levels of antibody, but also for measurement of
non-agglutinating antibodies undetectable by
means of microscopic agglutination test.
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