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1 INTRODUÇÃO 
 

A leptospirose é uma infecção/doença causada por espiroquetas patogênicas 
do gênero Leptospira.  As leptospiras patogênicas são identificadas e distribuídas 
em 8 diferentes espécies e mais de 200 sorovares de leptospiras patogênicas foram  
identificadas até o presente (FAINE, 1999). A leptospirose é uma zoonose 
importante em saúde pública e possui grande importância na criação de bovinos, 
pois compromete os níveis de produtividade dos rebanhos afetados, devido a 
abortos, retenção de placenta, nascimentos prematuros, morte, infertilidade, 
decréscimo na produção de leite e mastite (LANGENEGGER, 1990; ELLIS, 1984).  

Os anticorpos contra Leptospira são detectáveis a partir de cinco dias após a 
infecção e, através desses anticorpos, a doença pode ser indiretamente 
diagnosticada, através de técnicas de imunodiagnóstico, como os ensaios 
enzimáticos (ELISA), imunofluorescência indireta, e aglutinação microscópica (MAT) 
(WHO, 2003).  

O MAT é o teste padrão para o diagnóstico de leptospirose, seja humana ou 
animal, e detecta anticorpos circulantes no soro através da reação com diferentes 
sorovares de leptospiras. O MAT possui alta especificidade, porém baixa 
sensibilidade devido à impossibilidade do uso de todos os sorovares até o momento 
identificados. Além disso, é uma técnica laboriosa, necessitando o cultivo 
permanente no laboratório e a manutenção da virulência de cepas, através da 
inoculação periódica em modelos biológicos e requerer profissionais treinados para 
realização da leitura comparativa com sorovares controles (ADLER e FAINE, 2010; 
FAINE, 1999).  

Por estes motivos, novas metodologias de diagnóstico têm sido propostas 
utilizando métodos mais sensíveis e alvos de diagnóstico específicos, entre estes 
proteínas de membrana da bactéria, conservadas em espécies patogênicas e 
ausentes em cepas saprófitas (HAAKE et al., 2000). Entre os alvos de diagnóstico 
para detecção de anticorpos no soro de animais infectados, uma proteína de 
membrana denominada LipL32 mostrou-se promissora por  ser abundante na 
superfície da bactéria, e por sua característica imunogênica e antigênica (DEY et al., 
2007; BOMFIM; KO; KOURY, 2005; McBRIDE et al., 2005; DEY et al., 2004;). 

Entre as novas metodologias de diagnóstico, a polarização da fluorescência 
(FPA) foi utilizada para o diagnóstico de brucelose (NIELSEN et al., 2000), outra 
zoonose importante que acomete a população de bovinos, sendo esta recomendada 
pela organização internacional de epizootias (OIE, 2008).  A metodologia FPA vem 



 

de encontro ao teste padrão MAT, por ser um teste rápido, baseado no uso de um 
antígeno marcado com fluoróforo e possibilidade de utilização de uma máquina 
leitora de precisão.  

Devido ao exposto, o objetivo deste trabalho foi produzir um insumo 
imunobiológico, composto da proteína LipL32 em sua forma recombinante (rLipL32) 
conjugada ao fluorofóro isotiocianato de fluoresceína (FITC) e avaliar sua utilização  
como insumo diagnóstico na metodologia de FPA para diagnóstico da leptospirose 
bovina.  
 
2 METODOLOGIA 
 

O gene LipL32 foi amplificado por PCR, ligado ao vetor de expressão pAE 
(Invitrogen) e clonado em E.coli. O DNA plasmidial de possíveis clones 
recombinantes foram identificados em uma triagem rápida, e sua confirmação se 
deu pela extração e digestão do mesmo com enzimas de restrição. A proteína foi 
purificada em um sistema de cromatografia de afinidade utilizando Ni+2-Sepharose, 
através do sistema de cromatografia líquida de baixa pressão AKTAPrime 
(Amersham Biosciences). As eluições coletadas foram submetidas a um SDS-PAGE 
12 % para avaliar a purificação da proteína recombinante e a possível presença de 
proteínas inespecíficas. Os lotes de proteína recombinante foram quantificados pelo 
método de Bradford e estocados para utilização em DotBlot e conjugação com o 
fluoróforo isotiocianato de fluoresceína (FITC).  

Os soros bovinos reagentes e não reagentes no teste de aglutinação 
microscópica (MAT), realizada conforme Faine 1999, foram submetidos à reação 
com a proteína rLipL32 em membranas de nitrocelulose para identificação de soros 
reagentes e não reagentes (DotBlot) com a proteína LipL32. Após o DotBlot, uma 
alíquota de cada soro positivo foi utilizada para formar um pool de soros positivos. O 
mesmo procedimento foi realizado com soros negativos.  

Uma alíquota de proteína rLipL32 foi utilizada para conjugação com FITC, 
conforme descrito por NASREEN et al., 1999. A purificação da proteína marcada foi 
realizada em coluna de Sephadex G-25 (Pharmacia) e as frações eluídas foram 
analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e visualizadas sob 
luz UV em transiluminador. 

Um lote de rLipL32 marcada com FITC (FITC/rLipL32) foi utilizado como 
marcador para padronização da polarização da fluorescência utilizando pool de 
soros bovinos positivos e negativos em diferentes diluições.  
 
3 RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 

A clonagem do gene LipL32 foi eficiente e a transformação em E. coli TOP10 f 
com os produtos da ligação resultaram em vários transformantes. O clone 
recombinante selecionado recebeu o nome de pAE/lipL32. Na Figura 1 pode-se 
visualizar um gel de poliacrilamida 12 % com amostras dos lotes da proteína 
recombinante, purificada por cromatografia de afinidade. 



 

 
Figura 1. Gel de poliacrilamida a 12% corado com azul de Coomassie mostrando os 

lotes de purificações da proteína rLipL32. Coluna 1- BENCHMARKTM 
Protein Ladder Coluna 2, 3 e 4- Frações eluídas de rLip32 .  

 
 
A produção de lotes do conjugado rLipL32/FITC foi possível e confirmada pela 

visualização da proteína fluorescente, sob luz UV em transiluminador, conforme 
demonstrado na figura 2. Desse modo, pode-se observar que a conjugação da 
proteína recombinante com o fluoróforo FITC foi possível. 

 

 
Figura 2. Eletroforese em Gel de poliacrilamida a 12% do conjugado rLipL32/FITC 

visualizado sob luz Ultravioleta em transiluminador. 
 

Ao avaliar a reatividade do conjugado rLipL32/FITC com soros bovinos positivos 
e negativos, detectou-se uma leitura média de 112 mP em reação com pool de soros 
negativos e  196 mP em reação com pool de soros positivos, utilizando a diluição 
1:100. Quando o conjugado foi submetido individualmente a polarização, apresentou 
uma leitura média de 98 unidades de milipolarização (mP).  

 
4 CONCLUSÕES 
 

Pode-se concluir que a preparação do conjugado foi eficiente, visto que 
apenas uma banda referente à rLipL32/FITC foi visualizada, correspondendo ao 
peso molecular da proteína LipL32. Sua aplicação como insumo diagnóstico é 



 

promissora, uma vez foi possível identificar diferença na polarização fluorescente 
entre pool de soros positivos e negativos na MAT e DotBlot. 

Este conjugado será utilizado na metodologia de FPA para reação com banco 
de soros positivos e negativos na MAT e então avaliada sua sensibilidade e 
especificidade no diagnóstico de leptospirose bovina. 
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