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1. INTRODUÇÃO 

 
A leptospirose é uma zoonose causada por mais de 260 sorovares patogênicos 

pertencentes ao gênero Leptospira (Adler & Moctezuma, 2009). O número de 
sorovares e sorogrupos descritos aumentam com os esforços despendidos no 
isolamento e caracterização da bactéria. Antes de 1989 o gênero Leptospira era 
dividido, usando-se critérios antigênicos, em duas espécies: L. interrogans, da qual 
faziam parte todas as cepas patogênicas, e L. biflexa, contendo cepas saprófitas 
(Levett, 2001). Porém, a análise molecular tem sido aplicada na classificação de L. 
interrogans lato sensu (Faine, 1999) e conduzido a várias espécies dentro deste 
gênero: L. interrogans stricto sensu, L. santorosai, L. weiliii, L. inadai, L. wolbachii, L. 
borgpetersenii, L. kirschnerii, L. meyeri e L. noguchii (Yasuda, 1987; Ramadass et 
al., 1992). A essa classificação foram adicionadas 5 genomoespecies (Brenner et al., 
1999) e recentemente, uma nova espécie denominada L. broomii foi relatada (Levett 
et al., 2006). 

O isolamento e cultivo de sorovares de Leptospira infectantes por área 
geográfica estão entre as metas da vigilância epidemiológica para esta doença no 
Brasil (Ko et al., 1999), visando o entendimento dos reservatórios epidemiológicos e 
ecológicos envolvidos na cadeia epidemiológica da enfermidade. Contudo, a 
obtenção de isolados desta bactéria tem sido reportada como demorada e, em 
muitos casos, sem sucesso (Levett, 2001; Faine, 1999) devido à presença de 
microrganismos contaminantes, presentes em fluídos biológicos do hospedeiro, os 
quais possuem crescimento rápido em meios de cultivo, esgotando os nutrientes 
necessários ao crescimento de bactérias fastidiosas como a Leptospira (Faine, 
1999).  Ainda, a presença de anticorpos e complemento em amostras de soro 
sanguíneo ou soro de leite são limitantes para o crescimento da bactéria in vitro 
(Faine, 1999).  

Diversas proteínas de membrana externa (OMP) em leptospiras patogênicas já 
foram estudadas e caracterizadas até o momento, tal como LipL32, LipL21 e LipL41 
(Cullen et al., 2005). A LipL32 é considerada a principal OMP de leptospiras 



patogênicas e o antígeno imunodominante reconhecido durante a resposta imune 
humoral em indivíduos com leptospirose (Hauk et al., 2008) e anticorpos 
monoclonais anti LipL32 foram caracterizados quanto ao seu potencial de uso para 
detecção de leptospiras patogênicas (Fernandes et al., 2007). 

A separação imunomagnética (IMS) é uma técnica imunológica que tem sido 
aplicada na detecção de diversos organismos patogênicos e pode ser associada a 
técnicas laboratoriais de rotina, como o PCR e o isolamento celular (Olsvik, 1994).  

Por este motivo, o objetivo deste trabalho é padronizar a aplicação da técnica 
de separação magnética (IMS), utilizando anticorpos monoclonais e policlonais anti 
LipL32 para capturar, isolar e cultivar leptospiras patogênicas.  

 
2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 
Hibridomas secretores de anticorpos anti LipL32 foram recuperados do estoque 

em nitrogênio líquido, cultivados e inoculados em camundongos da linhagem BalbC 
conforme protocolos estabelecidos (Harlow & Lane, 1988). Soros hiperimunes anti 
LipL32 foram produzidos conforme Cevenini et al., 1991. Os anticorpos, obtidos por 
fluído ascítico, foram purificados por cromatografia de afinidade em coluna de 
proteína G-Sepharose (GE Healthcare Company, USA) seguindo as instruções do 
fabricante e a concentração final mensurada em espectrofotômetro a 280 nm.  

Os anticorpos anti LipL32 foram adsorvidos em micropartículas magnéticas de 
poliestireno (Bangs Laboratories Inc., Fishers, IN) conforme protocolo estabelecido 
por Conceição (2004). Brevemente, as micropartículas foram lavadas e 
ressuspendidas em 1 mL de tampão borato pH 8.2 50 mM contendo 1.2 mg de 
anticorpo e incubadas overnight a 4ºC. Após, novamente lavadas e suspendidas em 
tampão de estoque (100 mM borate pH 8.5, 0.1% bovine serum albumin [BSA], 0.05 
Tween 20, 10 mM EDTA, 0.1% NaN3).  

Para a separação magnética (IMS) foram utilizados os volumes de 10 µL e 20 
µL das micropartículas cobertas com os anticorpos em um cultivo de L. interrogans 
sorovar Copenhageni cepa Fiocruz L1-130 contendo 104 bactérias por mL. As 
amostras foram levemente agitadas por 15 min a temperatura ambiente e lavadas 
por três vezes. Durante todas as etapas foi usado um separador magnético 
(Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA). Para o controle da captura das bactérias 
pelas micropartículas foi realizada a reação em cadeia da polimerase (PCR), 
conforme Fernandes (2008). Os produtos obtidos na IMS tiveram destinos distintos: 
foram ressuspendidos em tampão de extração (50 mM de NaOH e 12,5% de SDS), 
fervidos e estocados a -20°C até o uso na PCR e adi cionados em meio líquido 
Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH, Difco-USA) com adição de 10% de 
suplemento Difco-USA, sem antibióticos. A verificação do crescimento bacteriano foi 
monitorada semanalmente, através de microscopia ótica em campo escuro 
(Olympus BX 51). 

Na PCR foram utilizados os primers lipL32 F: 5’ CGC TTG TGG TGC TTT CGG 
TGG T 3’ e lipL32 R: 5’ CTC ACC GAT TTC GCC TGT TGG G 3’, os quais 
amplificam uma região de 264pb do gene LipL32. Resumidamente, 4µL de DNA-IMS 
template foi adicionado aos tubos com 1U Taq DNA polimerase (Invitrogen) 150 ng 
de primers, 2.5 µL tampão de reação 10Xs e MgCl2 e 0.2 mM dNTP. A amplificação 
foi realizada em um Perkin Elmer 2400 thermocycler (PE Biosystems, Foster City, 
CA). O produto da PCR foi analisado por eletroforese em gel agarose e visualizado 
sobre UV. 

 



3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

A adsorção dos anticorpos as micropartículas foi eficiente, uma vez que foi 
possível capturar bactérias e amplificar o alvo por PCR utilizando 104 células por mL 
(Figura 1), concentração bacteriana na qual é possível a visualização de 1 bactéria 
por campo microscópico (Faine, 1999). No cultivo bacteriano a partir da IMS foi 
possível a visualização de leptospiras a partir do inoculo contendo 20 µL de 
micropartículas, adsorvidas com anticorpo policlonal e monoclonal. Contudo, até o 
momento, não foi possível obter crescimento bacteriano com concentração igual à 
utilizada para realização da IMS, provavelmente devido à baixa concentração 
bacteriana utilizada para inoculo e geração bacteriana maior de 10 h. O alvo dos 
anticorpos está presente em todas as leptospiras patogênicas (Haake et al., 2000) o 
que possibilita a captura e o cultivo de diferentes espécies patogênicas desta 
bactéria. Até o momento, os resultados aqui obtidos sugerem que a metodologia de 
IMS utilizando anticorpos anti LipL32 é uma ferramenta possível de ser aplicada no 
isolamento e cultivo de leptospiras. 

 
 

                                                                                            
 

Figura 1 . PCR realizada com o produto da IMS, a partir do cultivo de L. interrogans contendo 104 
células por mL. 1- Marcador 1Kb DNA ladder plus (Invitrogen); 2- DNA genômico de L. interrogans; 3 
e 4 - IMS/PCR utilizando  20 µL de micropartículas com o anticorpo monoclonal e policlonal anti 
LipL32, respectivamente; Linhas 5 e 6 - IMS/PCR utilizando 10 µL de micropartículas com o anticorpo 
monoclonal e anticorpo policlonal anti LipL32, respectivamente.  

 
4. CONCLUSÕES 

 
Os resultados apresentados neste estudo nos levam a concluir que a 

metodologia de IMS, utilizando anticorpos anti LipL32, é capaz de capturar 
leptospiras e possui potencial para uso em ensaios que utilizem a IMS para a 
captura e o isolamento de leptospiras. 
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