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1 INTRODUÇÃO 

A leptospirose é uma doença de distribuição mundial, causadora de 
prejuízos na produção animal e na saúde humana (Adler; Moctezuma, 2010). É uma 
das zoonoses de maior impacto, principalmente em países subdesenvolvidos e em 
desenvolvimento, com clima tropical e subtropical (Ko et al., 2009). O agente 
etiológico da leptospirose, Leptospira spp., é uma bactéria similar às Gram 
negativas, possui 20 espécies classificadas em 24 sorogrupos e mais de 250 
sorovares (Cerqueira; Picardeau, 2009). O patógeno é mantido no ambiente por 
hospedeiros reservatórios suscetíveis, espécies que albergam determinados 
sorovares, sem que estes causem doença grave, tornando-se portadores renais 
crônicos e disseminadores da bactéria no ambiente (Ko et al., 2009).  

Cães são considerados hospedeiros naturais do sorogrupo Canicola; 
entretanto, podem sofrer infecção por outros sorovares. A manifestação clínica da 
leptospirose em cães é semelhante à de humanos. Pode ocorrer de forma aguda, 
envolvendo vários órgãos, como rins e fígado, causando icterícia e hemorragias nos 
casos mais severos (Bharti et al., 2003; Gouveia et al., 2008) ou de forma crônica, 
onde os animais carreiam as leptospiras de forma assintomática ou com 
sintomatologia branda, disseminando o patógeno no ambiente por vários meses 
(André-Fontaine, 2006). Estudos revelam que cães constituem um significante fator 
de risco para a leptospirose humana (Douglin et al., 1997, Avila et al., 1998) 

A resposta imune à leptospirose é mediada por anticorpos (Adler et al., 
1977, Ko et al., 2009).  Os anticorpos contra Leptospira são detectáveis a partir de 
cinco dias após a infecção e, através da detecção destes, a doença pode ser 
diagnosticada. O teste de soroaglutinação microscópica (MAT) é o teste padrão ouro 
para o diagnóstico de leptospirose, recomendado pela organização mundial da 
saúde (OMS) (Adler e Moctezuma, 2010; Faine, 1999). Os anticorpos produzidos 
pelo sistema imune são majoritariamente contra lipopolisacarídeos (LPS) presentes 
na membrana externa das leptospiras. Entretanto, os anticorpos anti-LPS são 
limitados a sorovares homólogos. Desta forma, testes de diagnóstico e vacinas 
usando antígenos protéicos conservados entre sorogrupos têm sido buscados (Ko et 
al., 2009). Proeminente entre as proteínas da membrana externa, está a LipL32, 
mais abundante proteína encontrada em leptospiras patogênicas e reconhecida 
durante a infecção em humanos. Ensaios para o diagnóstico da leptospirose canina 
usando essa proteína já foram propostos (Dey et al., 2004); entretanto, a 
incapacidade de reproduzir os resultados destes autores levou à busca de novos 
antígenos proteicos para serem utilizados como ferramenta de diagnóstico e, 
futuramente, como alvo vacinal. 

O objetivo deste trabalho foi demonstrar que cães positivos para 
leptospirose, podem não apresentar anticorpos anti-LipL32, propondo LigB como 
antígeno alternativo para testes de diagnóstico para cães.  



 
 

 
2 METODOLOGIA 

Os antígenos recombinantes rLigB e rLipL32 foram produzidos por 
clonagem das respectivas sequências codificadoras no plasmídeo pAE e 
transformação  em E. coli. As proteínas foram expressas, a purificação foi feita por 
cromatografia de afinidade e a quantificação pelo kit BCA® Protein Assay (PIERCE). 

Neste estudo foram utilizados soros caninos sabidamente negativos (n=4) 
e positivos (n=8) para leptospirose (sorogrupos Icterohemorragie e/ou Canicola). Os 
soros de cães, da cidade de Pelotas e região, foram escolhidos aleatoriamente 
dentre o banco disponível, sendo que os positivos apresentavam títulos de 400 ou 
mais no MAT. Um soro de humano convalescente foi uti lizado como controle positivo 
das reações.  

As proteínas rLigB e rLipL32, bem como células inteiras de L. interrogans, 
inativadas por calor, foram submetidas à eletroforese em SDS-PAGE 12%. Após a 
eletroforese executou-se a transferência das proteínas dos géis para membranas de 
nitrocelulose. As membranas foram bloqueadas a 4°C com solução de leite em pó 

desnatado 5% em PBS (Phosphate Buffered Saline), e lavadas três vezes com 
PBS+Tween. As membranas foram então incubadas com os soros caninos ou 
humano diluídos 1:50 e 1:100 em PBS, respectivamente, à temperatura ambiente, 
sob agitação. Após nova lavagem, as membranas foram incubadas com anti-IgG 
canino ou anti-IgG humano conjugado com peroxidase (SIGMA), em uma diluição de 
1:6000. Procederam-se novas lavagens e posterior revelação. 

Para o ELISA, procedeu-se conforme Dey e colaboradores (2004). 
Brevemente, os poços das placas foram sensibilizados com rLipL32 ou rLigB à uma 
concentração de 50 ng/poço e os soros utilizados em uma diluição de 1:500. Todos 
os procedimentos foram conduzidos conforme descrito. Para este ensaio utilizou-se 
os mesmos soros positivos usados no Western blot, com a inclusão de quatro soros 
negativos para aferir se há discriminação entre positivos e negativos. Foram 
considerados positivos soros cujas leituras de densidade óptica (DO) foram maiores 
que o valor médio obtido para os soros negativos mais duas vezes o desvio padrão. 

  
3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A produção das proteínas recombinantes foi realizada com sucesso. As 
reações de Western blot demonstram que todos os cães convalescentes testados 
apresentavam anticorpos contra a proteína rLigB, a exceção de um. Apenas o 
animal que não teve reação contra rLigB apresentou anticorpos para rLipL32. O 
resultado representativo pode ser observado na Fig. 1. 

Os resultados gerais do ELISA podem ser observados na Fig. 2. Todos os 
soros que haviam reagido contra rLigB no Western blot foram positivos no ELISA 
com esse antígeno. O soro reagente contra rLipL32 no Western blot foi negativo no 
ELISA com rLigB, sendo o único positivo no ELISA contra rLipL32. 

A proteína LipL32 é um dos antígenos mais promissores no 
desenvolvimento de vacinas e testes diagnósticos para leptospirose humana, pois é 
conservada entre os diferentes sorovares (Ko et al., 2009). Entretanto, nossos 
resultados demonstram que nem todos os animais apresentam anticorpos contra 
este antígeno. Dey e colaboradores (2004) propuseram um ELISA para o 
diagnóstico da leptospirose canina usando LipL32 como único antígeno; entretanto 
seus resultados não foram repetidos em nosso laboratório. Soro de animais positivos 
pelo MAT falharam em reagir no ELISA utilizando LipL32, o que nos estimulou a 
buscar antígenos mais eficientes. A proteína LigB, assim como a LipL32, é 



 
 

conservada entre as espécies patogênicas de Leptospira, além de ser expressa e 
reconhecida durante a infecção em humanos (Cerqueira; Picardeau, 2009; Adler e 
Moctezuma, 2010) o que a torna uma atraente alternativa à LipL32. 

 
Figura 1. Western blot utilizando soro positivo para leptospirose e antígeno recombinantes (4 de 9 
ensaios). Colunas 1, Leptospira interrogans; 2, rLigB; 3, rLipL32. Membrana A, controle positivo (soro 
humano convalescente); B, C e D, Soros caninos positivos. Seta preta indica reação com rLigB e seta 
branca indica reação com rLipL32.  

 
 

 
Figura 2. ELISA utilizando rLipL32 ou rLigB. Valores médios das densidades ópticas obtidas para 
soros caninos positivos e negativos.  

 
Os valores de densidade óptica apresentados no ELISA, apesar de 

significativos, foram baixos. Este ensaio deve ser otimizado através de ajustes na 
concentração dos antígenos, diluições e tempos de incubação, antes que possa ser 
validado para uso diagnóstico. Aparentemente, um maior número de animais 
apresenta anticorpos contra rLigB do que contra rLipL32. A constatação de que 
alguns animais apresentam anticorpos apenas contra um ou outro antígeno, sugere 
que a combinação dos dois antígenos pode resultar em um teste mais sensível.  

    
4 CONCLUSÃO 
 

Neste trabalho encontramos maior reatividade de soros caninos contra 
rLigB do que contra rLipL32 tanto em ensaios de Western blot quanto em ELISA. O 
pequeno número de soros avaliados em nosso estudo não valida o ELISA como 
teste diagnóstico a ser usado na rotina. A otimização deste ensaio está em 
andamento, o que possibilitará a validação do mesmo para diagnóstico sorológico de 
leptospirose canina. 
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