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Leptospira (FAINE et al, 1999). As leptospiras 
os  renais dos hospedeiros cronicamente 

infectados, de onde  s da urina, sobrevivendo por longos 
.  da leptospirose a 

novos hospedeiros  com a urina ou tecidos de 

(MONAHAN et al, 2009).  

se organismos que tem sido aplicada para a 

custo e o tempo de isolamento (FERNANDES et al., 2008; MOREIRA et al., 2008). O 

 
demonstrando ser    
(OLSVIK et al., 1994). Estudos  
polimerase (PCR) levam  que melhoram a especificidade e sensibilidade 
da PCR, e proporcionam economia de tempo  
tradicionais de 

 (ENROTH et al., 1995). 
Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o potencial da IMS associada a 

PCR como um teste  capaz de detectar leptospiras 
 animais.  

 
 

Anticorpos monoclonais (mAbs) anti LipL32 foram purificados por 
-Sepharose CL-4B (GE 

HARLOW & LANE (1988). Os MAbs 
poliestireno cobertas p segundo os procedimentos estabelecidos pelo 
fabricante (Bangs Laboratories Inc, Fishers, IN, USA). Resumidamente, 100 L de 

borato (50 mM, pH 8,2). Em seguida 1,2 mg de MAb LipL32 foi incubado com as 
lavadas  utilizando 

nvitrogen Corporation, CA, USA) e ressuspendidas em 
EDTA e 

 10 L de  



adsorvidas com MAb anti LipL32 e 1 mL das  decimais de L. interrogans 
 que variaram entre 10

8
 a 10

0
 leptospiras por mL.  

Para avaliar a capacidade de captura de leptospiras, foram utilizadas as 
-PCR, a

o, utilizando o imuno ressuspendidas em 
O DNA do 

produto imunoseparado durante 10 minutos 
em 20 0,125% e 0,05 M de NaOH. Para a IMS-
IFD, a

secar a temperatura ambiente, fixado com metanol gelado por 10 min, bloqueado 
com soro 
uso.  

PCR foi conduzida utilizando um par de primers que amplificam 
a  
estabelecidas (NASSI et al., 2003). 
eletroforese em gel de agarose 0,8% contendo gel red. Para o ensaio de IFD, 

 com anticorpo 
policlonal anti L. interrogans sorovar Canicola conjugado a FITC (FERNANDES et 
al., 2004)  de 

BX51 Olympus. 
Cultivos puros de leptospiras foram utilizados 

IMS esso de captura, as 
 da metodologia em 

. A IMS-PCR foi utilizada 
para detectar leptospiras em amostras de sangue de Hamsters (n=2) infectados 

As amostras dos animais foram 
gentilmente cedidas durante coletas em experimento de desafio de vacinas sob 
responsabilidade do Prof. Odir Dellagostin. 

 
O  

adsorvidas com o MAb anti LipL32 foram 
previamente testadas com cultivos puros de leptospira a partir  
aproximada de 108 leptospiras por mL e a IMS f

. or IFD (Fig. 2). A IMS 
sem o mAb,  de capturar 

 

 
Figura 1.  adsorvidas com mAb anti 
LipL32 por PCR em cultivo contendo 10

8
 leptospiras por mL.. Eletroforese em gel de agarose com 

-PCR.  1- Marcador de DNA 1kb Plus, 2- Controle negativo, 3- Controle 



Leptospira); 4- b; 5- adsorvida de 
MAb antiLipL32. 
 

                     
 

Figura 2.  (IMS) com 
adsorvidas com IMS do cultivo contendo 108 
leptospiras por mL.. 1- Anticorpo policlonal anti L. interrogans sorovar Canicola conjugado a FITC. 2- 
Controle negativo- Marcador de DNA Hoechst.   
 

 foi de 10 leptospiras por mL (Fig. 3) e a 
menores Quando a IMS-PCR foi realizada em amostras de 

-PCR foi utilizada para detectar leptospiras 
em amostras de sangue de an
amplificar o DNA alvo nas duas amostras testadas (Fig. 4) 
 

 
Figura 3. -PCR) em 
cultivos puros de L.interrogans. Eletroforese em gel de agarose da IMS-PCR dos cultivos contendo 

1- Marcador de DNA 1kb Plus; 2 a 8 - IMS-PCR realizado 
n  de 108 a 102 leptospiras por mL. 

 
Figura 4. -PCR) em amostras de animais 
experimentalmente infectados. Eletroforese em gel de agarose com -PCR 
em amostras de soro de hamster. 1- Marcador de DNA 1kb Plus; 2- Controle negativo, 3- Controle 

Leptospira),  4- IMS sem mAb anti LipL32, 5 e 6- IMS-PCR em sangue de 
animais infectados com Leptospira.  
 



 
Os experiemtos realizados neste estudo demonstraram a possibilidade de 

  IMS associada a PCR para a  de leptospiras 
. A IMS capturou leptospiras em cultivos puros e em amostras de 

sangue artificialmente contaminadas 
2
 

mL, e foi capaz de detectar leptospiras em sangue de animais infectados. Os 
result ssores para o di  
 
4  

A metodologia de IMS-PCR pode ser utilizada para a  de 
leptospiras  em sangue de animais infectados. Experimentos utilizando a 
IMS- das para 
avaliar a sensibilidade d  
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