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RESUMO

Nogueira, G. S. Proteinas de leptospiras reconhecidas durante a resposta
imunoldgica humoral na leptospirose humana. [Dissertacdo]. Séo Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Séo Paulo; 2023.

A leptospirose é uma zoonose bacteriana causada por leptospiras, com surtos
sazonais, principalmente em paises tropicais e subtropicais. Apresenta
sintomas inespecificos dificultando o diagnostico clinico e, portanto, o
diagnéstico laboratorial da leptospirose é importante para a confirmacdo dos
casos suspeitos e para 0 monitoramento da doencga. As leptospiras apresentam
uma vasta variedade antigénica com inUmeras proteinas em sua membrana
externa. O conhecimento da resposta imunolégica de pacientes com
leptospirose contra essas proteinas sera importante para auxiliar no
desenvolvimento de metodologias para o diagnostico e para utilizacdo em
vacinas humanas. Dessa forma, o objetivo do trabalho foi avaliar o perfil
antigénico de 20 sorovares de leptospiras através da técnica de SDS-PAGE e
avaliar a reatividade sorolégica de amostras de soro de pacientes portadores
de leptospirose através da metodologia de “Immunoblotting”frente a cepas
patogénicas e saprofitas de leptospiras. Foram utilizados 20 sorovares de
leptospiras e 19 soros reagentes de pacientes com leptospirose confirmados
pelo teste de aglutinacdo microscépica (MAT) para cada um dos sorovares
exceto sorovar Pomona. Foram utilizados também quatro soros provenientes
de casos de 6bitos com titulos de 100 no MAT contra os sorovares Panama e
Castellonis. Como controle negativo, foi utilizado 1 soro com resultado reagente
para dengue e negativo para leptospirose. Através da técnica de SDS-PAGE,
foi demonstrado que as fracdes antigénicas dos sorovares se concentraram,
em sua maioria, em massa molecular entre 37-50 kDa. Também foi possivel a
visualizagéo de fragdes entre 50-75 kDa. O "Immunoblotting” foi realizado com
anticorpos anti-lgM humanos e os 6bitos também com anti-lgG. O resultado da
reatividade entre soros e antigenos possibilitou uma visualizacdo de fracdes
proteicas que variaram, em média, entre 10-15 kDa. Um caso de obito
apresentou reatividade com o sorovar Panama ao utilizar anti-IgG. Para cada
antigeno de sorovar foi utilizado um soro reagente especifico para esse

antigeno e foi possivel verificar reatividade em todos. Na membrana do



antigeno de sorovar Djasiman, 0 soro reagente para sorovar Cynopteri
apresentou reatividade com fragdes proteicas de massa molecular entre 50-75
kDa. Na membrana do antigeno de sorovar Patoc, 0 soro reagente para
sorovar Tarassovi apresentou reatividade com fracdes proteicas de massa
molecular acima de 100 kDa. Nas membranas com antigeno dos sorovares
Icterohaemorrhagiae e Copenhageni, 0 soro reagente para sorovar Tarassovi
também apresentou reatividade com massa molecular entre 35-50 kDa. Os
Soros reagentes para 0s sorovares Sejroe, Hardjo e Wolffi, foram os que
apresentaram maior reatividade entre todas as membranas dos antigenos,
sendo possivel visualizar mais de uma fracdo por massa molecular. Os
resultados obtidos poderédo contribuir para o desenvolvimento de testes para o
diagnéstico sorolégico da leptospirose humana e na producdo de vacinas
humanas, com um estudo mais aprofundado das proteinas.

Descritores: Leptospirose; Leptospira ssp.; Antigenos; Proteinas, Testes
sorolégicos; SDS-PAGE.



ABSTRACT

Nogueira, G. S. Leptospiral proteins recognized during the humoral
immune response in human leptospirosis. [Dissertation]. S&o Paulo:
Faculty of Medicine, University of Sdo Paulo; 2023

Leptospirosis is a bacterial zoonosis caused by leptospires, with seasonal
outbreaks, mainly in tropical and subtropical countries. It presents nonspecific
symptoms, making clinical diagnosis difficult and, therefore, the laboratory
diagnosis of leptospirosis is important for the confirmation of suspected cases
and for the monitoring of the disease. Leptospires present a wide antigenic
variety with numerous proteins in their outer membrane. Knowledge of the
immune response of patients with leptospirosis against these proteins will be
important to the development of methodologies for diagnosis and for using in
human vaccines. Thus, the objective of this work was to evaluate the antigenic
profile of 20 serovars of leptospires through the SDS-PAGE technique and to
evaluate the serological reactivity of serum samples from patients with
leptospirosis through the immunoblotting methodology against pathogenic and
saprophytes strains. Twenty serovars from leptospires and 19 sera from
patients with laboratory-confirmed leptospirosis by the microscopic agglutination
test (MAT) were used for each of the serovars except serovar Pomona. Four
sera samples from death cases with MAT titers of 100 against the Panama and
Castellonis serovars were also used. As a negative control, one serum with
reactive result for dengue and negative result for leptospirosis was used.
Through the SDS-PAGE technique, it was demonstrated that the antigenic
fractions of the serovars were mostly concentrated in molecular weight between
37-50 kDa. It was also possible to visualize fractions between 50-75 kDa. The
immunoblotting was performed with anti-human IgM antibodies and the deaths
cases also with anti-lgG. The result of the reactivity between sera and antigens
showed protein fractions that varied from 10 to 15 kDa. One death case showed
reactivity with serovar Panama using anti-IgG. For each antigen, a specific
reactive serum for that antigen was used and it was possible to verify the
reactivity present in all of them. Protein fractions with molecular weight above

50 kDa were visualized on the membrane of the serovar Djasiman antigen



showed reactivity with the reagent serum for serovar Cynopteri, with fractions
between 50-75 kDa. The membrane with antigen of serovar Patoc with the
reactive serum for serovar Tarassovi showed reactivity with molecular weight
above 100 kDa. The reactive serum for serovar Tarassovi also showed
reactivity with molecular weight between 35-50 kDa on the membrane with
antigen of serovars Icterohaemorrhagiae and Copenhageni antigen. Reactive
sera for serovars Sejroe, Hardjo and Wolffi showed the highest reactivity among
all membranes of the antigens, with a visualization of more than one fraction by
molecular weight. The results obtained should contribute to the development of
tests for the serological diagnosis of human leptospirosis and to the production
of vaccines for humans, in-depth study of proteins.

Keywords: Leptospirosis; Leptospiral; Antigens; Proteins; Serological tests;
SDS-PAGE.
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1. INTRODUCAO

1.1 Histérico

A leptospirose € uma zoonose causada por bactérias conhecidas como
leptospiras, mundialmente conhecida?l, com surtos sazonais, principalmente em

paises tropicais e subtropicais?.

A doenca foi descrita primeiramente pelo professor de medicina Adolf Weil, na
cidade de Heidelberg, na Alemanha, em 1886 observando alguns casos que
ocorreram entre 1882 e 1870, com sintomas graves, tais como ictericia e
hemorragia pulmonar. Weil (1886)** apud Alston e Brown?, também observou
que durante anos, esses sintomas graves, chamados de Sindrome de Well,
acometiam os pacientes, porém, ainda ndo se sabia ao certo o que causava a
doenca em si. Somente em 1907, foi realizado um estudo em rins e verificada
as caracteristicas da bactéria, como a presenca de gancho e seu formato em

espiral. Foi sugerido nomea-las de Spirocheta interrogans®.

No Japdo, em 1915, foi descoberto que a causa da Sindrome de Weil era
causada por uma espiroqueta que fazia parte da espécie S. interrogans, a
Spirochaeta icterohaemorrhagiae®. Em 1917, percebeu-se que existia a forma
de transmisséo entre roedores e humanos, assim como a contaminagdo em
cachorros®. Nessa época, Hideyo Noguchi ao observar o formato mais

detalhadamente das bactérias, renomeou como leptospiras’.

Em Londres, 1934, houve um interesse maior na doenca por aparecer diversos

trabalhadores que comecaram a se infectar. Achados sorologicos mostraram

L Weil A. Deutsches Arch. f. klin. Med., 39, 209, 1886.
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que existiam casos que, mesmo apOs anos recuperados, 0s pacientes
apresentavam aglutinacdo no sangue, o que poderia indicar que nao haveria

possibilidade para uma recontaminacgao®.

Cada vez mais a ciéncia conseguia avancar no descobrimento de mais
informacdes sobre essas bactérias e como funcionava seu crescimento. As
leptospiras foram divididas em duas espécies: as patogénicas foram
classificadas como Leptospira interrogans e as saproéfitas foram classificadas

como Leptospira biflexa®.

Em relacdo ao crescimento das bactérias, notou-se que as patogénicas eram
inibidas na presenca do antimetabdlico de purina 8-azaganina, ao contrario das

saprofitas, que conseguiam crescer'®.

1.2 Classificacao das leptospiras

Leptospira spp. pertencem a ordem Spirochaetales, e a familia Leptospiraceae,
que compreende trés géneros: Leptospira, Leptonema e Turneriella?13. Pela
classificacdo sorolégica o género Leptospira é dividido em duas espécies:
Leptospira interrogans, que compreendem leptospiras patogénicas e Leptospira

biflexa, que séo saprofitas* 1112,

Atualmente, o0 género Leptospira também pode ser dividido em
genomoespécies?, que consistem em leptospiras patogénicas, n&o
patogénicas e intermediarias'*. As leptospiras conhecidas como intermediarias
sdo aquelas que possuem patogenicidade néo definida*. O quadro 1 mostra a

classificacdo das genomoespécies das leptospiras.
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Quadro 1. Espécies de leptospiras e sua classificacédo

Espécie Caracteristica
L. interrogans Patogénica

L. kirschneri Patogénica

L. noguchii Patogénica

L. borgpetersenii |Patogénica

L. weilii Patogénica

L. santarosai Patogénica

L. alexanderi Patogénica

L. alstonii Patogénica

L. kmetyi Patogénica

L. mayottensis Patogénica

L. wolffii Intermediaria
L. licerasiae Intermediaria
L. inadai Intermediaria
L. fainei Intermediaria
L. wolbachii N&o patogénica
L. meyeri N&o patogénica
L. biflexa N&o patogénica
L. vanthielii N&o patogénica
L. terpstrae N&o patogénica
L. yanagawae N&o patogénica
L. idonii N&o patogénica

Fonte: Marquez A, Djelouadji Z, Lattard V, Kodjo A. Overview of laboratory methods to diagnose
leptospirosis and to identify and to type leptospires. Int Microbiol. 2017;20(4):184-93.

A espécie L. interrogans compreende 24 sorogrupos?, sendo eles:
Icterohaemorrhagiae, Hebdomadis, Autumnalis, Pyrogenes, Bataviae,
Grippotyphosa, Canicola, Australis, Pomona, Javanica, Sejroe, Panama,
Cynopteri, Djasiman, Sarmin, Mini, Tarassovi, Ballum, Celledoni, Louisiana,
Ranarum, Manhao, Shermani, Hurstbridge'?, e mais de 300 sorovares*1,
enquanto que L. biflexa compreende 38 sorogrupos com mais de 60
sorovares'?. Pela andlise de sua constituicdo antigénica, por meio de reacdes

de absorgcao cruzada de aglutininas (CAAT), as leptospiras séo divididas em
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um grande ndmero de sorovares sendo que dois ou mais sorovares,

antigenicamente relacionados, formam um sorogrupo*.

1.3 Leptospiras

Sao bactérias em formato espiral com suas extremidades em forma de gancho,
aerobias medindo de 0,1um até 20 um (micrometro), e possuem dois flagelos

periplasmaticos o que facilita a rotacdo e mobilidade!?*3,

Possuem dupla membranal?'® e em sua camada externa conta com a
presenca de LPS (lipopolissacarideos), que protege o conteudo citoplasmatico
garantindo assim a sobrevivéncia das leptospiras!’. Esse LPS, considerado um
fator de viruléncia'® é caracteristico de bactérias Gram-negativas, assim como
a presenca de lipidio A e polissacarideo, sendo que o lipidio A das leptospiras
possui composicado bioquimica diferente das outras bactérias Gram-negativas,
o que faz com que o sistema imune humano ndo as reconheca como

componente do LPS*°.

Essa complexidade das leptospiras faz com que o método de coloracdo de
Gram nao seja eficaz para visualizacdo das bactérias, sendo necessario utilizar
coloracdo com nitrato de prata, que consegue remover a camada protetora que

se encontra na membrana externa das leptospiras?*?.

A célula das leptospiras tem inUmeras proteinas em sua membrana externa,
que agem diretamente no sistema imune do paciente?°. Os receptores “Toll-
like” (TLR) estdo envolvidos no reconhecimento de padrbes moleculares
associados a patégenos, como LPS (TLR4), peptidoglicanos e lipoproteinas

(TLR1, TLR-2 e TLR6), RNA viral (TLR3), nucleotideos guanosina-citosina (G-
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C) ndo-metilados bacterianos ou virais (TLR9)?!. Quando esses receptores sdo
estimulados, h&a expressdo de citocinas, quimiocinas e proteinas celulares de

membrana relacionadas a resposta inflamatéria2.

O LPS das bactérias Gram negativas ativa o TLR4, resultando numa resposta
pro-inflamatéria dependente de quimiocinas e citocinas. Leptospiras,
entretanto, possuem LPS com potencial endotéxico menor e ativam
macréfagos humanos através de TLR2 ao invés de TLR42324, Dessa forma, é
possivel que haja uma falha no reconhecimento do LPS fazendo com que os

seres humanos sejam suscetiveis a infecgdo?s.

As leptospiras crescem bem em meios artificiais. O meio mais utilizado é o
Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH), enriqguecido com 10% de
albumina bovina, que exerce funcdo desentoxicante!®. O crescimento ocorre de
forma lenta, necessitando de incubacédo de, pelo menos 7 dias, em temperatura
entre 28°C a 30°C'?. As leptospiras ndo fermentam aclcares, e por isso
utilizam os acidos graxos de cadeia longa, com mais de 15 carbonos como

fonte de energia®®.

Sao resistentes ao 5-fluorouracil, que controlam possiveis contamina¢des por
microrganismos, sem alterar o metabolismo das leptospiras, fazendo com que
assim possa haver um crescimento puro. Em ambientes ndo propicios ou com
falta de nutrientes, as leptospiras podem entrar em estresse e ter alteragdo no

crescimento populacional e na morfologia?®.
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1.4 Proteinas das leptospiras

As proteinas das leptospiras sdo conhecidas por apresentar uma vasta
variedade antigénica de lipoproteinas e lipopolissacarideo. A dupla membrana
das leptospiras'? e a camada de LPS faz com que o componente existente
apenas no lipidio A das leptospiras reforce ainda mais sua estrutura e fortaleca
0 microrganismo contra a resposta de defesa do corpo humano, ja que a
resposta imune humana ndo consegue detectar esse lipidio A das leptospiras?.
A lipoproteina LipL32 €é a proteina que esta presente em todas as
leptospiras?’?8sendo um antigeno imunodominante?®, com peso de 32

quilodalton (kDa)=°.

Através de testes de eletroforese unidimensional foi analisado que a membrana
externa das leptospiras é formada por algumas proteinas?®, como por exemplo
a LipL462%°, GroEL'®, OmpL1 com peso de 30 kDa?®, DnaK?'®, e LipL36, que
apos entrar no corpo do hospedeiro, perde sua capacidade patogénical?. O
peso molecular das leptospiras quando relacionadas com antissoro de coelho
podem variar de 17 kDa até 35,5 kDa2%30, Lafeta 9, utilizando eletroforese em
gel, encontrou as bandas proteicas do sorovar Hardjoprajitno, sendo a banda
de peso molecular 63 kDa chamada de LipL63, a banda 47 kDa de LipL48, 26
a 30 kDa de LipL32, 22 kDa de LipL22, 34,41 kDa de PME34, 42,75 kDa de
LipL41 e 58,59 kDa de LipL63. No estudo apenas das bandas proteicas do
antigeno de leptospira na eletroforese, as fracées encontradas foram em torno
de 25 kDa até 95 kDa, e quando adicionado o soro no “immunoblotting” o perfil

proteico reconhecido variou de 25 kDa até 42,7 kDa?°.
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Assim como a vasta variedade antigénica das leptospiras dificulta no
diagndstico preciso, também influencia na producdo de uma vacina humana
eficaz e especifica para a leptospirose!?3l. As vacinas para a leptospirose
existentes sdo apenas para uso veterinario, e ainda assim possuem falta de
imunidade a longo prazo, necessitando ser reaplicada anualmente!?. A
resposta imune gerada pelas vacinas disponiveis se deve a fragdo LPS da
membrana externa bacteriana. Como foram identificados mais de 300
sorovares de Leptospira spp., a eficacia dessas vacinas € limitada. Desse
modo, tém-se tentado identificar novos alvos imunogénicos que induzam

imunoprotecdo cruzada contra os sorovares patogénicos®2.

A resposta imunoldgica, em pacientes com leptospirose contra as proteinas de
leptospiras foram estudadas com poucos sorovares e poucas amostras de
soro, e, portanto, se faz necessario estudar essa resposta imunolégica com um
namero maior de sorovares para conhecer quais fracBes proteicas dos
sorovares sao reconhecidas por soros humanos. Esse conhecimento sera
importante para auxiliar no desenvolvimento de metodologias para o

diagndstico da leptospirose e para utilizagdo em vacinas humanas.

1.5 Epidemiologia

A leptospirose é uma zoonose que acontece principalmente em regides
subtropicais e tropicais ao redor do mundo?!?, de forma sazonal, em épocas
chuvosas, principalmente pelo fato de que as leptospiras precisam de locais

com temperaturas quentes'? e também por conseguirem sobreviver no solo e

agua, principalmente em locais com saneamento basico precario33,
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O homem € um hospedeiro acidental e a transmissdo pode ocorrer
diretamente, através do contato com sangue, urina ou 6rgdos de animais
infectados ou indiretamente através de agua e solo umido contaminados com
urina de animais infectados. As leptospiras podem penetrar através de
mucosas, lesdes na pele ou pele integra quando imersa em &gua por um

periodo de tempo longo??.

A forma de transmissdo mais comum em cidades urbanas € através do contato
humano com a urina de ratos infectados com leptospiras. Além dos roedores,
outros animais como caes, porcos, vacas'>'® podem ser reservatorios
naturais®* das leptospiras. Os roedores sdo considerados portadores “sdos” e
apresentam leptospiuria prolongada, eliminando leptospiras vivas no ambiente
e contaminando solos, agua e alimentos®®. As leptospiras se instalam nos

tibulos renais®® dos hospedeiros e conseguem colonizar!?.

No ambiente natural, as leptospiras conseguem sobreviver em ambientes
guentes e umidos, seja na agua, solo, ou qualquer outro meio onde possa

haver crescimento favoravel para elas*.

Os trabalhadores que estdo expostos a ambientes contaminados como
profissionais de laboratorios, esgoto, minas, agricultores, veterinarios,
acougueiros'®, areas de alagamento®* ou atividades de recreacéo correm maior
risco de adquirir a doenca. Contaminagdo por mordidas de animais sao

extremamente raras?!?.

No Brasil a leptospirose é endémica, com ocorréncia apdés enchentes e
inundagdes e esta diretamente relacionada a falta de saneamento basico e as

altas infestacdes de roedores. A questdo socioecondmica e sanitarial?, de
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cidades brasileiras como Sdo Paulo?’?® e Salvador®’, sédo fatores que
contribuem para casos de leptospirose, com incidéncia de 0,53 por 100.00
habitantes dos anos de 1970 a 19962%. De acordo com a revisdo sistematica
obtida por Costa et al. (2015), entre janeiro de 1970 até outubro de 2008,

estima-se que anualmente o nimero de casos mundial foi de 1.03 milhdes?°.

Os sorogrupos mais prevalentes em Sao Paulo s&o: Australis, Autumnalis,
Ballum, Bataviae, Canicola, Celledoni, Cynopteri, Djasiman, Grippotyphosa,
Hebdomadis, Icterohaemorrhagiae, Javanica, Panama, Pomona, Pyrogenes,

Sejroe, Shermani, Tarassovi®’.

1.6 Manifestacdes clinicas

ApOs ocorrer a transmissdo, as leptospiras possuem capacidade de migrar
através do sangue para diversos 6érgéos e tecidos?’-38, além de se multiplicarem
e aderirem aos tlbulos renais®, o que pode agravar a leptospirose humanas3g,

causando no paciente sintomas graves e até mesmo podendo ser fatal?2.

O periodo de incubacédo é de 1 a 30 dias, ocorrendo mais frequentemente entre
0 quinto e o décimo quarto dia'®?°. Os primeiros sintomas que ocorrem S&o
muito semelhantes a outras doencas, como febre amarela, hepatites, dengue,
conjuntivite  hemorragica, hemorragia pulmonar, influenza'?, entre muitos

outros, o que pode prejudicar no diagndstico e tratamento®°.

A leptospirose apresenta uma evolugao bifasica que € dividida em fase precoce
e fase tardia. A fase precoce, também chamada de anictérica'® ou
leptospirémica*®, pode ser assintomatica ou apresentar sintomas leves, e

normalmente se apresentam nos primeiros dias de infecgéo, por volta do 3° dia
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até uma semana??, e sdo similares a outras doencas como febre!?3° de 39°
C13, dor de cabecga, calafrios, mialgia, entre outros sintomas'2. E nessa fase
que as leptospiras podem ser encontradas na circulacdo sanguinea e/ou

liquido cefalorraquidiano (LCR)?*?.

Ja a fase tardia, também chamada de ictérica'®> ou imune?®’, apresenta os
sintomas mais graves da doenca'?. Alguns pacientes evoluem para quadros
mais graves e apresentam sintomas mais severos, chamados de Sindrome de
Weil®'?, com caracteristicas como presenca de ictericia, hemorragia pulmonar,
problemas renais e hepaticos, meningite, complicagdes oculares, insuficiéncia

respiratéria, miocardite e assim, pode levar o paciente ao 6bito??13,

1.7 Diagnéstico laboratorial

O diagnostico laboratorial da leptospirose € importante para a confirmacdo dos
casos suspeitos e para o monitoramento da doenca. Pode ser feito através do
isolamento do agente etioldgico, de técnicas moleculares para deteccdo do

DNA e de métodos soroldgicos.

1.7.1. Isolamento de leptospiras

O isolamento de leptospiras € de grande importancia, uma vez que pode
identificar os sorovares circulantes e confirmar casos suspeitos. Tem
importancia nas investigacdes epidemiologicas, sendo essencial para a
identificagédo do sorovar envolvido em surtos ou epidemias. Esse conhecimento

auxilia na elaboracao de politicas para o controle da doenca.

Devido ao crescimento lento de leptospiras, a cultura pode demorar até quatro

meses para apresentar um resultado definitivo. A cultura é realizada com
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materiais biolégicos, como sangue, LCR e urina'®, semeados em meios
semissélidos, como Fletcher e EMJH. Como na primeira semana da doenca as
leptospiras encontram-se na corrente sanguinea'? é nesse periodo que deve
ser feita a coleta de sangue ou de LCR. A urina deve ser coletada a partir do
décimo dia da doenca, periodo em que as leptospiras estdo nos rins e sendo

excretadas de forma intermitente.

A identificacdo sorolégica de leptospiras é feita pelo método CAAT (“Cross-
Adsorption Agglutination Test”). Esse método € laborioso e caro, uma vez que
0s painéis de soro hiperimune ndo estdo disponiveis comercialmente e devem
ser produzidos e caracterizados pelos laboratérios de referéncia. Painéis de
anticorpos monoclonais podem ser usados para a sorotipagem, mas sua
producdo também é técnica e financeiramente dispendiosa, limitando sua

aplicabilidade3,

A tipagem molecular de referéncia pode ser realizada pelos métodos de
hibridizacdo de DNA' e/ou sequenciamento completo do gene 16S rRNA.
Outras técnicas moleculares tais como RFLP (“Random Fragment Length
Polymorphism”)*t, AP-PCR (“Arbitrarily Primed-PCR”)*?, Eletroforese em
Campo Pulsado (PFGE)*3, MLST (“Multilocus Sequence Typing”)*, MLVA
(“Multiple-Locus VNTR Analysis”)*°, ja foram descritas. Porém, essas técnicas
nao sdo capazes de distinguir gendtipos relacionados, mas classificados em

diferentes sorovares.

1.7.2 Testes moleculares

Diversos métodos para a deteccdo do DNA bacteriano em materiais bioldgicos

foram descritos. A reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) convencional e
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em tempo real € um método muito sensivel e confiavel3, porém necessita de
infraestrutura laboratorial e equipamentos especializados, que encarecem 0

teste, além de ndo fornecer a identificagdo do sorovar infectante

1.7.3 Métodos soroldgicos

Os anticorpos sdo detectaveis no sangue aproximadamente cinco a sete dias
apos o inicio dos sintomas. Portanto, técnicas sorolégicas devem ser
realizadas a partir desse periodo. Os métodos sorolégicos podem ser género-
especificos e sorogrupo-especificos!?. Entre os métodos género-especificos
estdo os testes ELISA IgM, testes tipo “Dipstick™®, Imunocromatografia de

Fluxo Lateral*’ e Contraimunoeletroforese?8,

O teste de ELISA detecta anticorpos IgM ou IgG. No Brasil o teste utilizado
como triagem € o teste ELISA IgM Panbio® Leptospira IgM ELISA (Panbio Pty.,
Ltd., Queensland, Australia), que é distribuido pela Coordenacdo Geral de

Laboratérios de Saude Publica (CGLAB).

O MAT, recomendado pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), € um teste
sorogrupo-especifico e € considerado o teste padrdo ouro para
leptospirose!?13, E um teste de aglutinacdo realizado em microscopia de
campo escuro que confirma os casos de leptospirose e que fornece o provavel
sorogrupo infectante. Para confirmacdo de caso, é necessario que tenha
variacdo de quatro vezes no titulo de anticorpos no MAT, em amostras
pareadas colhidas com um intervalo de uma semana entre os dias de coleta,
ou titulos maior ou igual a 800 em casos de apenas uma amostra'?. Quando
nao ha variacdo nos titulos em amostras pareadas ou quando as amostras

Unicas apresentam titulos abaixo de 400 sdo considerados como casos
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presuntivos. Considera-se como provavel sorogrupo infectante o que
apresentar maior titulo no teste. No caso de mais de um sorogrupo apresentar

o0 maior titulo é considerado como inconclusivo.

E um teste complexo e trabalhoso realizado principalmente em laboratérios de
referéncia por utilizar varias leptospiras patogénicas vivas representantes dos
principais sorovares circulantes e necessitar de leitura da aglutinagdo em

microscopia de campo escuro.

1.8 Métodos para separacdo e imunodeteccgédo de proteinas

1.8.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE

A eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) é um método de separacéo que
permite a quantificacdo de bandas em géis, fornecendo separacao, alta
resolucdo e quantificacdo, levando a resultados precisos e reprodutiveis. E
uma técnica de facil execucdo, rapida e de baixo custo. A PAGE com o
desnaturante duodecil sulfato de sédio (SDS) € um método muito utilizado no
estudo de proteinas para a determinacdo da massa molecular ou tamanho das
proteinas e € capaz de separar essas moléculas de tamanhos moleculares
entre 10 e 200 kDa*®. A concentracdo de acrilamida é o que determina o
tamanho dos poros no gel. Quanto maior for a concentracdo de acrilamida,
menores seréo os poros. Um gel com concentracdo de 10% pode reconhecer
fracOes proteicas entre 80 kDa a 200 kDa“*°. A utilizacdo de um agente redutor,
como o B-mercaptoetanol que promove o rompimento das ligacbes dissulfeto
das proteinas, facilita 0 acesso do SDS, conduzindo a normalizacdo da carga e
da forma das proteinas®. Dessa forma, o elemento de distingdo entre essas

moléculas é a massa molecular.
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A maioria das proteinas apresenta mobilidade em tampao contendo SDS e o
uso desta técnica permite a determinagcdo das massas moleculares de
proteinas através da mobilidade eletroforética das mesmas. A identificacdo das
proteinas separadas por SDS-PAGE pode ser realizada pela comparacao da

sua mobilidade no gel e da massa molar de proteinas padréo®..

A figura 1 mostra o esquema de separacdo de proteinas por eletroforese em
gel de poliacrilamida. A divisdo de cada pogo é formada através dos dentes do
pente utilizado durante a polimerizacdo do gel, podendo ser um pente de 10
dentes (figura 2) ou pente de apenas 1 dente (figura 3). O pente de 10 dentes
€ utilizado par que em cada poco possa ser adicionado um antigeno diferente
no mesmo gel. O pente de 1 dente é utilizado para que um Unico antigeno se
espalhe pelo gel de forma uniforme, para que possa ser transferido para uma

membrana, no processo de “immunoblotting”.
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Figura 1. Esquema de separacao de proteinas por eletroforese em gel de poliacrilamida. Fonte: Kasvi -
Produtos e Equipamentos para laboratérios [https://kasvi.com.br/western-blotting-analise-proteinas]

Figura 2. Pente de 10 dentes para utlizacdo no gel SDS-PAGE e formagdo de pocos.
Fonte: Arquivo pessoal
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Figura 3. Pente de 1 dente utilizado no SDS-PAGE para formagdo de apenas 1 poco e
distribuicao igualitaria de um antigeno.
Fonte: Arquivo pessoal

1.8.2. ”Immunoblotting”

“Immunoblotting” também conhecido como “Western Blotting” (WB) ou “protein
blotting” € uma técnica utilizada para imunodeteccdo de proteinas apos a
separacdo destas por eletroforese em gel e transferéncia para membrana
adsorvente. Este método permite detectar, caracterizar e quantificar multiplas
proteinas, principalmente aquelas que estdo em baixas quantidades. Este
método € considerado altamente sensivel e especifico em estudos
relacionados a deteccdo de anticorpos e proteinas de agentes infecciosos®?. As
membranas sdo de facil manuseio por serem maledveis, as proteinas
imobilizadas na membrana sdo acessiveis a diferentes ligantes, a mesma
proteina transferida pode ser usada para multiplas andlises sucessivas, com
diferentes soros e conjugados. Além disso, uma pequena quantidade de
reagentes € necessdria para a andlise de transferéncia, e o armazenamento

pode ser prolongado.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar através da metodologia de “Immunoblotting” o perfil de reatividade

sorologica das amostras de soro de pacientes com leptospirose.

2.2. Objetivos especificos

- Padronizar as metodologias de SDS-PAGE e “Immunoblotting” visando avaliar
a reatividade de pacientes com leptospirose frente a cepas patogénicas e

saprdfitas de leptospiras;

- Avaliar, por SDS-PAGE, o perfil proteico de 20 sorovares de leptospiras;

- Avaliar, por “Immunoblotting”, a capacidade das amostras de soro de
pacientes com leptospirose em reconhecer diferentes fracbes proteicas de

cepas patogénicas ou saprofitas de leptospiras;
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3. MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos foram realizados no Instituto Adolfo Lutz Central, em

Séo Paulo, no Laboratério de Leptospirose, do Centro de Bacteriologia.

3.1 Amostras de soros

Através do banco de soros do laboratério de leptospirose do Instituto Adolfo
Lutz, foram selecionados, para a padronizacdo do teste de “immunoblotting”, 6
casos de leptospirose com primeira amostra de soro ndo reagente e segunda
amostra reagente para leptospirose pelo MAT. Como controle negativo,
segundo critério estabelecido pelo Guia de Leptospirose: Diagndstico e Manejo
Clinico?, foi utilizado um soro de paciente com resultados nédo reagentes para
leptospirose pelos testes de ELISA IgM e MAT e como controle positivo um
Soro reagente para os sorovares Icterohaemorrhagiae e Copenhageni. A tabela
1 representa 0s 6 casos de leptospirose e a reatividade dos soros em relacao

aos sorovares.
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Tabela 1. Casos de soros reagentes para leptospirose pelo MAT, com
sorovares de leptospiras

Caso Amostra Resultado do MAT Titulos
1 la Nao reagente -
1 2a Copenhageni 1.600
2 la Nao reagente -
2 2a Djasiman e Cynopteri 100
3 la Nao reagente -
3 2a Copenhageni 6.400
4 la Nao reagente -
4 2a Copenhageni 800
5 la Nao reagente -
5 2a Cynopteri 200
6 la N&o reagente -
6 2a Copenhageni 400

Icterohaemorrhagiae e

7 Controle positivo Copenhageni 1600
8 Controle negativo N&o reagente -

(-) soro nao reagente para leptospirose pelo MAT

Ap0s padronizacgdo, foram selecionados 19 soros reagentes de pacientes com
leptospirose, cada um reagente para cada uma das cepas utilizadas no MAT,
com excecdo do sorogrupo Pomona, por ndo ter soro reagente para esse
sorovar no banco de soros do laboratério de leptospirose. Foram também
selecionados quatro soros provenientes de 6bitos com apenas uma amostra e
titulos de 100 no MAT contra os sorovares Panama e Castellonis. Como
controle negativo, foi utilizado 1 soro com resultado reagente para dengue e

negativo para os testes ELISA IgM e MAT.
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Tabela 2. Soros reagentes para leptospirose pelo MAT, com sorovares de

leptospiras

Soro Resultado do MAT Tltulos
1 Icterohaemorrhagiae 1.600
2 Copenhageni 3.200
3 Grippotyphosa 800
4 Canicola 12.800
5 Bataviae 3.200
6 Australis 800
7 Pyrogenes 6.400
8 Tarassovi 200
9 Sejroe 6.400
10 Autumnalis 1.600
11 Hardjo 6.400
12 Wolffi 1.600
13 Javanica 1.600
14 Panama 25.600
15 Hebdomadis 800
16 Djasiman 200
17 Castellonis 1.600
18 Patoc 200
19 Cynopteri 25.600

Obito Panama 100

Obito Castellonis 100

Controle negativo

Soro reagente para dengue

(-) soro nao reagente para leptospirose pelo MAT

Todas as amostrass foram aliquotados em um volume de 500 pL retirados do

tubo original e armazenados em temperatura de 4°C.

3.2 Cepas de leptospiras

Para a eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE e o “Immunoblotting” foram utilizadas

20 cepas conforme quadro 2. Armazenadas a 30°C no laboratério durante 7 dias, com repiques

feitos semanalmente em meio EMJH com 10% de enriquecimento EMJH (Difco). Dentre as 20,

destacam-se as mais prevalentes em S3o Paulo**%: Icterohaemorrhagie cepa RGA,

Copenhageni cepa M20, Canicola cepa Hond Utrecht, Sejroe cepa M84, Autumnalis cepa



47

Akiyami A, Castellonis cepa Castellon 3, Cynopteri cepa 3522 C, Panama cepa CZ 214 K, e

Patoc cepa Patoc 1.

Quadro 2. Cepas de leptospiras utilizadas no MAT

Espécie Sorogrupo Sorovar

L. interrogans Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae
L. interrogans Icterohaemorrhagiae Copenhageni
L. kirshneri Grippotyphosa Grippotyphosa
L. interrogans Canicola Canicola

L. interrogans Pomona Pomona

L. interrogans Bataviae Bataviae

L. interrogans Australis Australis

L. interrogans Pyrogenes Pyrogenes

L. borgpetersenii Tarassovi Tarassovi

L. borgpetersenii Sejroe Sejroe

L. interrogans Autumnalis Autumnalis
L. interrogans Sejroe Hardjo

L. interrogans Sejroe Wolffi

L. borgpetersenii Javanica Javanica

L. noguchii Panama Panama

L. interrogans Hebdomadis Hebdomadis
L. interrogans Djasiman Djasiman

L. borgpetersenii Ballum Castellonis
L. biflexa Semaranga Patoc

L. kirshneri Cynopteri Cynopteri

3.3 Obtencdo dos antigenos

O antigeno foi extraido com centrifugacdes e a solubilizado segundo Pope &

Johnson (1991).

Para extragdo, cada cepa foi diluida até a turbidez atingir a escala 1 de Mac

Farland. Em seguida, a cepa foi centrifugada a 10.000 rpm, a 4°C por 30

minutos, e entdo, o sobrenadante foi desprezado. O pellet foi ressuspendido

em 1,0ml de &gua ultrapura tipo | e realizado o processo de centrifugacdo a
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4.000 rpm por 20 minutos em temperatura ambiente por 3 vezes. Finalizada
esta etapa, o sobrenadante foi mais uma vez descartado e o pellet
ressuspendido em 1,0 ml de PBS 7,4 1x, sendo centrifugado a 4.000 rpm por
20 minutos em temperatura ambiente por 2 vezes. Em seguida, foi solubilizado
com 100 pL de tampao de amostra redutor 1x e 5x. Foi aquecido a 100°C por

10 minutos e armazenados a 4°C>33,

3.4 Teste de Aglutinacdo Microscopica (MAT)

O MAT foi feito de acordo com o as recomendacdes da OMS?9, utilizando os
sorovares representantes dos principais sorogrupos prevalentes no Estado de
Sédo Paulo (quadro 2). As cepas foram gentilmente cedidas pela colecdo de
leptospira (CLEP) do Centro de Referéncia Nacional em Leptospirose, Fiocruz-
RJ, Brasil, e da colecdo de culturas do Instituto Adolfo Lutz mantidas no

laboratorio de leptospirose do Instituto Adolfo Lutz Central.

As amostras de soro de pacientes com suspeita clinica de leptospirose foram
diluidas na propor¢cdo de 1:50, em solucdo salina com tampdo do tipo
Sorensen. Em uma placa de Poliestireno com 96 pocos de fundo chato, para
microaglutinacdo, foram colocados 50 pL de cada soro diluido frente a 50 pyLde
cada uma das cepas utilizadas, obtendo-se uma diluicdo de 1:100. As placas
foram incubadas a 30°C durante 2 horas. Em seguida, foi realizada a leitura
utilizando microscépio munido de dispositivo para campo escuro (Olympus BX
51). O grau de aglutinacao foi avaliado através da escala de cruzes, de 1 cruz
até 4, sendo 1 cruz quando 25% da leptospiras aglutinaram, 2 cruzes quando
50% aglutinaram, 3 cruzes quando 75% aglutinaram e 4 cruzes quando houve

100% de aglutinacdo. Aglutinagbes de 2 cruzes ou mais foram consideradas
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positivas. As amostras de soro consideradas positivas foram submetidas a
titulacdo com os respectivos antigenos que foram reagentes, em diluicdo
seriada de razdo dois. A diluicdo da amostra capaz de aglutinar 50% das

leptospiras foi considerada como ponto final da reagéo.

3.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE

Em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) foi
realizada segundo Laemmli®l. O gel de separacgdo (“Running Gel”) consistiu de
12,5 % de acrilamida, SDS 10%, Tris-HCI 1,5 M pH 8,8, APS (Solucédo de
Persulfato de Amonio) 10% e TEMED (Tetrametiletiienodiamina) e um gel de
concentragéo (“Stacking Gel”) contendo 3% de acrilamida, SDS 10%, Tris-HCI

1M pH 6,8, APS 10% e TEMED.

Para a corrida eletroforética, foi adicionado tamp&o de amostra redutor 5x no

antigeno, na proporc¢ao 1:4, e entéo, foi aguecido a 100° C por 3 minutos.

ApOs a polimerizacéo, realizado em 40 minutos a temperatura ambiente e mais
30 minutos em estufa a 30° C, os géis foram adicionados na cuba para corrida
eletroforética com tampéo de corrida pH 8,3, contendo Glicina, Trizma base,
SDS, e &gua ultrapura tipo I. Como Padrdo de Peso Molecular (PPM) foi
utilizado o “Precision Plus Protein™ All Blue Standards” de 10-250 KDa Bio-

Rad®.

A corrida eletroforética foi realizada com diferenca de potencial de 80V por 10
minutos para correr o gel de empilhamento e 100V para o antigeno percorrer o

gel de separacdo, aproximadamente por 1lh e meia. As corridas foram
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realizadas empregando o equipamento “Mini Protean Il Eletrophoresis Cell’(Bio

Rad Laboratories, California, USA).

Apds o término da corrida, os géis realizados para visualizagdo das bandas
proteicas foram retirados do sistema e corados com o corante “Coomassie
Brilliant Blue” por 24 horas. Os géis foram descorados com solugdo descorante
composta de &cido acético glacial, etanol, e &gua ultrapura tipo I, em
plataforma agitadora tipo gangorra duas horas. Em seguida, o descorante foi
filtrado em carvao ativado e recolocado conforme necessidade, até que bandas
proteicas nos ge€is apresentassem uma boa visualizacdo. J& o0s géis
confeccionados para realizacdo do “immunoblotting”, foram retirados do
sistema de corrida eletroforética e transferidos para o sistema de transferéncia

do “immunoblotting”.

3.6 “Immunoblotting”

Imediatamente, ap0s a separacdo das fracdes proteicas em gel de
poliacrilamida foi realizada a transferéncia eletroforética para membranas de
nitrocelulose de 45um (Sigma-Aldrich Co. St. Louis, Mo, USA). O sistema de
transferéncia continha papel filtro e esponjas de poliuretano, embebidos em
tampéao de transferéncia 1x, composto por Tris-HCI, glicina, agua ultrapura tipo
| e metanol. A transferéncia foi realizada empregando a voltagem constante de
30V por 18h a 4°C, usando equipamento “Trans-Blot System” (Bio Rad

Laboratories, California, USA).

ApOs esse periodo os geis foram descartados e a membranas de nitrocelulose
foram coradas com Ponceau S (Sigma-Aldrich Co. St. Louis, Mo, USA) por 10

segundos para a avaliacdo da eficacia da transferéncia na membrana. As
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membranas entdo foram lavadas 2x com PBS 7,4 bloqueadas com a solucao
de blogueio PBS leite em p6 desnatado 5% por 2h em plataforma agitadora tipo
gangorra. Apés o bloqueio, as membranas foram colocadas sob uma placa de
vidro, recoberta com papel filme e cortadas em forma de fitas, numeradas e
colocadas em canaletas contendo 2ml de solugcdo PBS leite em p6 desnatado
3% e soro de paciente, na diluicdo de 1:100. As fitas foram incubadas por 2

horas em plataforma agitadora tipo gangorra em temperatura ambiente.

Apés essa etapa, as fitas foram lavadas seis vezes, por 10 minutos sob
agitacao constante a temperatura ambiente, utilizando o PBS Tween 0,1%. Em
seguida, as membranas foram incubadas com anticorpos anti-lgM humanos
conjugados com peroxidase, diluido em 1:3000 em leite-PBS 3%, por 1 hora e
30 minutos sob agitacdo constante, protegidas da luz, a temperatura ambiente.

Logo apds, as membranas foram lavadas seis vezes com PBS Tween 0,1%.

A reacdao foi revelada logo apdés as lavagens, com 1 ml da solucdo de 4-cloro 1-
naftol SigmaAldrichCo. St. Louis, Mo, USA), peréxido de hidrogénio e PBS 1x
(pH 7,4) por 2 minutos, em agitacdo constante. A reacédo foi interrompida com
agua ultrapura tipo I. Para que houvesse melhor visualizacdo das fracdes
proteicas reconhecidas, os recipientes com as fitas foram armazenados em
geladeira por 1h. Ap6s esse periodo, as fitas foram secas em papel filtro,
coladas em papel sulfite junto do PPM, identificadas e armazenadas em

temperatura ambiente.
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3.7 Padronizacbes

3.7.1 Cepa de leptospira

Na etapa de padronizacdo foi utilizada apenas o sorovar Copenhageni cepa
M20, pertencente ao sorogrupo Icterohaemorrhagiae por ser o mais prevalente

em Sao Paulo®3. O cultivo foi mantido conforme citado no item 3.2.

3.7.2 Determinacao das condi¢@es para obtencéo dos antigenos

Para a obtencao de todos os 20 antigenos, a padronizacéo foi realizada com a
cepa M20 pertencente ao sorovar Copenhageni. O método foi realizado
conforme item 3.3, e a solubilizacédo foi feita com tampé&o de amostra redutor 1x
e tampé&o de amostra redutor 5x para avaliar qual teria melhor desempenho nos

testes de eletroforese e “Immunoblotting”.

3.7.3 Determinacdo do volume de antigeno para a eletroforese em gel de

poliacrilamida SDS-PAGE

A técnica foi realizada conforme citada no item 3.5, utilizando apenas o
antigeno de cepa M20 proveniente do sorovar Copenhageni, onde o antigeno,
solubilizado com tampé&o de amostra redutor 1x e 5x foi adicionado no gel nos
volumes de 5, 10, 15, 20, 30 e 40 pL, para verificar qual o volume dos
antigenos apresentaria melhor visualizagdo das fracdes proteicas, utilizando a

técnica de coloracdo com “Comassie Blue”.

3.7.4 Padronizacdo do volume de antigeno na eletroforese em gel de

poliacrimamida SDS-PGE para utilizagdo no “immunoblotting”

A técnica foi realizada conforme citada no item 3.5, utilizando apenas o

antigeno de cepa M20 proveniente do sorovar Copenhageni, onde o antigeno,
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solubilizado com tamp&o de amostra redutor 1x e 5x foi adicionado no gel no
volume de 100 pL, para verificar concentragdo apresentaria melhor reatividade

ao ser transferida para a membrana de nitrocelulose.

3.8 Consideracdes Eticas

A realizacdo deste estudo foi aprovada pela Comité Técnico Cientifico do
Instituto Adolfo Lutz- Projeto CTC-IAL 33-L/2019 e pelo Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos do Instituto Adolfo Lutz CAAE (Certificado de
Apresentacdo para Apreciacdo FEtica) Plataforma Brasil (Projeto numero
22704619.1.0000.0059) e numero de parecer consubstanciado 3.806.761

(Apéndice 1).
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4. RESULTADOS DAS PADRONIZACOES
4.1 Volume de antigeno na eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-

PAGE

A figura 4 demonstra a separacdo eletroforética, por SDS-PAGE, da
preparacdo do antigeno obtido a partir do sorovar Copenhageni, cepa M20,
solubilizado em tampé&o de amostra redutor (1x e 5x) e volumes de 5 yL a 15

uL aplicados nos pocos, corado com Comassie Blue.

Sul Sul Sul 10ul 10ul 15ul 15ul

Figura 4. Gel SDS-PAGE a 12,5% de acrilamida do antigeno sorovar Copenhageni solubilizado
com tampao de amostra redutor com concentracdes em 5x e 1x e em volumes de 5, 10 e 15
pL, corado com “Comassie Blue”. Pogo 1 — Padrdo de Peso Molecular, Poco 2 —antigeno com
tampédo de amostra 5x redutor, Pogo 3 — antigeno com tampé&o de amostra 1x redutor, Poco 4 —
antigeno com tampéo de amostra 5x redutor, Poco 5 — antigeno com tampéo de amostra 1x
redutor, Poco 6 — antigeno com tampé&o de amostra 5x redutor, Poco 7 — antigeno com tampéo
de amostra 1x redutor

Nas condicdes estabelecidas para o desenvolvimento da eletroforese em gel
de acrilamida, foi possivel a visualizacdo de uma fracdo antigénica com massa
molecular aparente entre 37 e 50 kDa com 10 e 15 pLde antigeno em ambas

as concentracdes de tampao de amostra redutor.
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A figura 5 demonstra a separacdo eletroforética, por SDS-PAGE, da
preparacdo antigénica obtida a partir do sorovar Copenhageni, corado com
“‘Comassie Brillant Blue”, em volumes de 20, 30 e 40 pL solubilizados com
tampao de amostra redutor nas concentragcdes de 1x e 5x, corado com

Comassie Blue.

250 kDa
150 kDa

100 kDa

75 kDa

Sul 20ul 20ul 30ul 30ul 40 ul 40 ul

Figura 5. Gel SDS-PAGE a 12,5% de acrilamida do antigeno sorovar Copenhageni solubilizado
com tampé&o de amostra redutor com concentragfes em 1x e 5x e em volumes de 20, 30 e
40uL, corado com “Comassie Blue”. Poco 1 — Padrédo de Peso Molecular, Poco 2 — antigeno
com tampdo de amostra 5x redutor, Po¢co 3 — antigeno com tampé&o de amostra 1x redutor,
Poco 4 — antigeno com tampdo de amostra 5x redutor, Poco 5 — antigeno com tampéo de
amostra 1x redutor, Po¢o 6 — antigeno com tampao de amostra 5x redutor, Pogo 7 — antigeno
com tampao de amostra 1x redutor

Com volumes acima de 15 pL, foi possivel visualizar as frag6es antigénicas,
tanto no antigeno solubilizado com tampdo de amostra redutor 1x como
também em 5x. Ap6s o processo de coloracdo do gel, foi possivel visualizar
fracOes antigénicas com a massa molecular aparente de 75 kDa, uma entre 50

e 75 kDa e uma entre 15 e 20 kDa.

Com base nesses resultados, observou-se que os volumes de 30 puL e 40 pL

possibilitaram uma melhor visualizacdo das fracdes proteicas por SDS-PAGE,
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e a escolha de volume para confeccdo de novos géis foi de 40 uL foi por

apresentar visualizagédo de forma mais marcada do que a do volume de 30 pL.

4.2 Reconhecimento das fracfes antigénicas do antigeno obtido a partir
do sorovar Copenhageni, por “immunoblotting”, solubilizado com tampao

de amostra 5x redutor

Para essa etapa foram utilizadas amostras de soros pareadas, sendo primeira
amostra ndo reagente e segunda amostra reagente para leptospirose. As fitas
de nitrocelulose da figura 6 representam esses soros pareados de diferentes
pacientes, conforme mostrados anteriormente na tabela 1: fitas 2 e 3 (caso 1),
fitas 4 e 5 (caso 2), fitas 6 e 7 (caso 3), fitas 8 e 9 (caso 4), fitas 10 e 11 (caso
5), fitas 12 e 13 (caso 6). A fita de membrana de nitrocelulose 14 representa a
amostra de soro de paciente (caso 7) reagente para leptospirose pelo MAT e

fita 15 representa soro de paciente (caso 8) ndo reagente para leptospirose.

A figura 6 apresenta a reatividade de reconhecimento dos anticorpos IgM anti-
leptospiras, por “immunoblotting” com tampao de amostra 1x redutor. Verificou-
se gque amostras de soro com reatividade soroldgica, pelo MAT, para sorovar
Copenhageni foram capazes de reconhecer fracdes antigénicas com massa
molecular aparente de 10 KDa (caso 6, fita 13), 15 kDa (casos 1,3 e 4, fitas 2,7
e 9, respectivamente) e uma fracédo entre 37-50 kDa (caso 1, fita 2). A amostra
de soro com reatividade soroldgica para os sorovares Djasiman e Cynopteri
nao apresentou reatividade frente ao antigeno do sorovar Copenhageni. A
amostra de soro com reatividade sorolégica pelo MAT para o sorovar Cynopteri
(caso 5, fita 11) apresentou reatividade frente as fragbes de 25-37 kDa e a

amostra com reatividade soroldgica para os sorovares Icterohaemorrhagiae e
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Copenhageni (caso 7, fita 14) reconheceu a fracdo de 10 kDa. Dentre as sete
amostras de soro com auséncia de reatividade de casos confirmados de
leptospirose pelo MAT, duas reconheceram fragcfes antigénicas de 10 e 15 kDa

(casos 6 e 4, respectivamente).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

250 kDa
150 kDa

100 kDa
75 kDa

50 kDa

37 kDa

25 kDa
20 kD.

15 kD
10 kDa

Figura 6. Perfil de reatividade, por “immunoblotting”, do antigeno obtido do sorovar
Copenhageni, cepa M20, solubilizado com tamp&o de amostra 5x redutor frente a amostras de
soro de pacientes com leptospirose, na diluicdo 1:100. Fita 1 -Padréo de Peso Molecular, Fita 2
— soro de primeira amostra (caso 1), Fita 3 — soro de segunda amostra (caso 1), Fita 4 — soro
de primeira amostra (caso 2), Fita 5 — soro de segunda amostra (caso 3), Fita 6 — soro de
primeira amostra (caso 3), Fita 7 — soro de segunda amostra (caso 3), Fita 8 — soro de primeira
amostra (caso 4), Fita 9 — soro de segunda amostra (caso 4), Fita 10 — soro de primeira
amostra (caso 5), Fita 11 — soro de segunda amostra (caso 5), Fita 12 — soro de primeira
amostra (caso 6), Fita 13 — caso de segunda amostra (caso 6), Fita 14 — soro utilizado como
controle positivo, Fita 15 — soro utilizado como controle negativo



58

Tabela 3. Reatividade de anticorpos IgM anti-leptospiras, por “immunoblotting”,
do antigeno extraido do sorovar Copenhageni solubilizado com tampao de
amostra 5x redutor, frente a amostras de soro de pacientes com resultado
reagente e ndo reagente para leptospirose

FracGes proteicas

Caso Fita MAT reconhecidas (kDa)
1 2 Copenhageni 15, 37-50
1 3 N&o reagente )

2 4 Djasiman e Cynopteri )
2 5 N&o reagente )
3 6 N&o reagente )
3 7 Copenhageni 15
4 8 N&ao reagente 15
4 9 Copenhageni 15
5 10 N&o reagente )
5 11 Cynopteri 25-37
6 12 N&o reagente 10
6 13 Copenhageni 10
7 14  Icterohaemorrhagiae e Copenhageni 10
8 15 Nao reagente ()

(-) auséncia de reatividade

4.3 Reconhecimento das fracBes antigénicas do antigeno obtido a partir
do sorovar Copenhageni, por “immunoblotting”, solubilizado com tampao

de amostra 1x redutor

A figura 7 apresenta o reconhecimento de anticorpos IgM anti-leptospiras, por
“immunoblotting”, do antigeno extraido do sorovar Copenhageni, solubilizado
com tampé&o de amostra 1x redutor. Verificou-se que as amostras de soro com
reatividade soroldgica, pelo AMT, para os sorovares Copenhageni (casos 1,3,4
e 6), Djasiman e Cynopteri (caso 2), e Icterohaemorrhagiae e Copenhageni
(caso 7) reconheceram a fracdo de 10 kDa do antigeno obtido do sorovar
Copenhageni. A amostra de soro com reatividade sorologica para o sorovar

Cynopteri (caso 5, fita 11) ndo apresentou reatividade sorologica, por
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“immunoblotting”, frente a preparagao antigénica avaliada. Dentre as amostras
de soro com auséncia soroldogica pelo MAT, verificou-se que trés amostras

apresentaram reatividade frente a fracdo antigénica de 10 kDa.

Com base nesses resultados, o antigeno solubilizado com tamp&o de amostra
1x mostrou ser mais sensivel, detectando banda nas primeiras amostras
negativas, e por isso foi selecionado para dar continuidade na obteng&o dos

antigenos.

Figura 7. Perfil de reatividade, por “immunoblotting”, do antigeno obtido do sorovar
Copenhageni, cepa M20, solubilizado com tampé&o de amostra 1x redutor frente a amostras de
soro de pacientes com leptospirose, na diluicdo 1:100. Fita 1 —Padrdo de Peso Molecular, Fita
2 — soro de primeira amostra (caso 1), Fita 3 — soro de segunda amostra (caso 1), Fita 4 — soro
de primeira amostra (caso 2), Fita 5 — soro de segunda amostra (caso 3), Fita 6 — soro de
primeira amostra (caso 3), Fita 7 — soro de segunda amostra (caso 3), Fita 8 — soro de primeira
amostra (caso 4), Fita 9 — soro de segunda amostra (caso 4), Fita 10 — soro de primeira
amostra (caso 5), Fita 11 — soro de segunda amostra (caso 5), Fita 12 — soro de primeira
amostra (caso 6), Fita 13 — soro de segunda amostra (caso 6), Fita 14 — soro utilizado como
controle positivo, Fita 15 — soro utilizado como controle negativo
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Tabela 4. Reatividade de anticorpos IgM anti-leptospiras, por “immunoblotting”,
do antigeno extraido do sorovar Copenhageni solubilizado com tampao de
amostra 1x redutor, frente a amostras de soro de pacientes com resultado
reagente e nao reagente para leptospirose

FracOes proteicas

Caso Fita MAT reconhecidas (kDa)
1 2 Copenhageni 10
1 3 Nao reagente 10
2 4 Djasiman e Cynopteri 10
2 5 N&ao reagente 10
3 6 N&o reagente )
3 7 Copenhageni 10
4 8 N&o reagente )
4 9 Copenhageni 10
5 10 Nao reagente ()
5 11 Cynopteri )
6 12 N&o reagente 10
6 13 Copenhageni 10
7 14  Icterohaemorrhagiae e Copenhageni 10
8 15 Nao reagente (-)

(-) auséncia de reatividade

5. RESULTADOS GEL SDS-PAGE
5.1 Andlise do perfil eletroforético, por SDS-PAGE, dos antigenos
extraidos dos sorovares Icterohaemorrhagiae, Copenhageni, Canicola,

Sejroe, Autumnalis, Castellonis e Cynopteri

A figura 8 apresenta os resultados das bandas proteicas visualizadas, coradas
com Comassie Blue. Houve visualizagcdo de fracdo proteica com massa
molecular aparente entre 10-15 kDa, 25-37 kDa, 37-50 kDa e entre 50-75 kDa
para 0 antigeno obtido a partir de sorovar Icterohaemorrhagiae (poco 2). Os
antigenos obtidos a partir dos sorovares Copenhageni (poco 3) e Sejroe (poco
5) apresentaram fragfes antigénicas de entre 37-50 kDa e entre 50-75 kDa. O
antigeno extraido do sorovar Cynopteri (poco 8) e Castellonis (pogco 7),

apresentaram quatro fragcdes antigénicas, uma com massa molecular aparente
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de 10 kDa, a segunda entre 25-37 kDa, a terceira entre 37-50 kDa e a quarta
entre 50-75 kDa. Verificou-se que as preparacdes antigénicas obtidas dos
sorovares Canicola (poco 4) e Autumnalis (poco 6) ndo foi possivel a

visualizacéo de fragBes antigénicas.

250 kDa
150 kDa

100 kDa
75 kDa

50 kDa

37 kDa

5ul 40 ul 40 ul 40 ul 40 ul 40 ul 40 ul 40 ul

Figura 8. Perfil eletroforético por SDS-PAGE a 12,5% de acrilamida, corado com “Comassie
Blue”, dos sorovares Icterohaemorrhagiae, Copenhageni, Canicola, Sejroe, Autumnalis,
Castellonis e Cynopteri. Poco 1 —Padrao de Peso Molecular, Poco 2 —antigeno de sorovar
Icterohaemorrhagiae, Po¢o 3 — antigeno de sorovar Copenhageni, Poco 4 — antigeno de
sorovar Canicola, Po¢co 5 — antigeno de sorovar Sejroe, Po¢co 6 — antigeno de sorovar
Autumnalis, Pogo 7 — antigeno de sorovar Castellonis, Poco 7 - antigeno de sorovar Cynopteri

Tabela 5. FragBes antigénicas visualizadas por SDS-PAGE a partir dos
antigenos extraidos dos sorovares Icterohaemorrhagiae, Copenhageni,
Canicola, Sejroe, Autumnalis, Castellonis, Cynopteri em volume de 40 uL

FracOes proteicas

Poco Sorovar visualizada (kDa)
2 Icterohaemorrhagiae 10,10-15, 25-37, 37-50, 50-75
3 Copenhageni 37-50, 50-75
4 Canicola )
5 Sejroe 37-50, 50-75
6 Autumnalis )
7 Castellonis 10, 25-37, 37-50, 50-75
8 Cynopteri 10, 25-37, 37-50, 50-75

(-) auséncia de visualizacao de fracdo proteica
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5.2 Anédlise do perfil eletroforético, por SDS-PAGE, dos antigenos

extraidos dos sorovares Canicola, Autumnalis e Panama

Como os antigenos extraidos dos sorovares Canicola e Autumnalis n&o
mostraram uma boa visualizacdo no gel da figura 8, foi feito um novo gel, com
nova extracdo de antigeno, para verificar se as fracdes proteicas seriam

visualizadas.

Como o soro proveniente de Obito reagente para sorovar Panama seria
utilizado para realizagdo do “immunoblotting” nessa etapa de qualificagdo, o
sorovar Panama também foi inserido nesse gel para observacdo de bandas

proteicas do antigeno.

Por ser o primeiro gel para visualizar as bandas do antigeno Panama, foi
realizado a adicdo do antigeno nos dois volumes testados previamente na

padronizacao (item 3.3.1.3), o volume de 30 puL e o de 40 pL.

A figura 9 apresenta a visualizacdo das fracBes antigénicas obtidas por
eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE, corado com Comassie Blue.
Houve identificacdo de fracdo proteica com peso de 75 kDa apenas no
antigeno do sorovar Autumnalis (po¢o 6). Como apenas o antigeno Autumnalis
apresentou fracdo proteica de 75kD, foi feito mais um gel com novas extracdes

dos antigenos Canicola e Panama.
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Figura 9. Perfil eletroforético por SDS-PAGE a 12,5% de acrilamida, corado com “Comassie
Blue”, dos sorovares Canicola, Autumnalis e Panama. Poco 1 — Padrdo de Peso Molecular,
Poco 2 — antigeno de sorovar Canicola, Poco 3 — antigeno de sorovar Autumnalis, Poco 4 —
antigeno de sorovar Panama, Pogo 5 — antigeno de sorovar Canicola, Pogo 6 — antigeno de
sorovar Autumnalis, Poco 7 — antigeno de sorovar Panama

Tabela 6. Fragbes antigénicas visualizadas por SDS-PAGE a partis dos
antigenos extraidos dos sorovares Canicola, Autumnalis e Panama em
volumes de 30 e 40 pL

FracOes proteicas

Pogo Sorovar - volume visualizadas (kDa)
2 Canicola - 30 pL )
3 Autumnalis - 30 pL Q)
4 Panama - 30 pL ()
5 Canicola - 40 pL )
6 Autumnalis - 40 pL 75
7 Panama - 40 pL )

(-) auséncia de visualizacao de fracéo proteica
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5.3 Anadlise do perfil eletroforético, por SDS-PAGE, dos antigenos
extraidos dos sorovares Grippotyphosa, Pomona, Bataviae, Australis,

Pyrogenes e Tarassovi em volume de 40 pL

A figura 10 apresenta os resultados da eletroforese em gel de poliacrilamida
contendo SDS-PAGE, corado com Comassie Blue. Houve identificacdo de uma
fracdo proteica com massa molecular aparente entre 37-50 kDa e uma fracéo
de 75 kDa dos antigenos de sorovares Pomona (poco 3), Bataviae (poco 4),
Australis (poco 5), Pyrogenes (poc¢o 6). O antigeno de sorovar Tarassovi (pogo
7) apresentou visualizacdo de fracdo entre 37-50 kDa e 50-75 kDa. O antigeno
de sorovar Grippotyphosa apresentou uma fracdo de massa molecular
aparente entre 25-37 kDa, uma fracdo entre 37-50 kDa e uma fracdo de 75
kDa.

150140

100 kDa
75kDa

S0 kDa

37 kDa

25kDa

20kDa

15kDa

10kDa

Figura 10. Perfil eletroforético por SDS-PAGE a 12,5% de acrilamida, corado com “Comassie
Blue”, dos sorovares Grippotyphosa, Pomona, Bataviae, Australis e Pyrogenes. Poco 1 —
Padrao de Peso Molecular, Pogco 2 — antigeno de sorovar Grippotyphosa, Poco 3 — antigeno de
sorovar Pomona, Poco 4 — antigeno de sorovar Bataviae, Po¢o 5 — antigeno de sorovar
Australis, Po¢o 6 — antigeno de sorovar Pyrogenes, Poco 7 — antigeno de sorovar Tarassovi.
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Tabela 7. Fragbes antigénicas visualizadas por SDS-PAGE a partis dos
antigenos extraidos dos sorovares Grippotyphosa, Pomona, Bataviae, Australis
e Pyrogenes em volume de 40 puL

FragOes proteicas visualizadas

Poco Antigeno (kDa)
2 Grippotyphosa 25-37,37-50 e 75
3 Pomona 37-50, 75
4 Bataviae 37-50, 75
5 Australis 10-15, 37-50, 75
6 Pyrogenes 10-15, 37-50, 75
7 Tarassovi 37-50, 50-75

5.4 Andlise do perfil eletroforético, por SDS-PAGE, dos antigenos
extraidos dos sorovares Hardjo, Wolffi, Javanica, Hebdomadis, Djasiman

e Patoc

A figura 11 apresenta o perfil eletroforético das fracBes antigénicas obtidas por
eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS-PAGE, corado com
Comassie Blue. Houve identificacdo de uma fragcdo proteica com massa
molecular aparente entre 10-15 kDa, 37-50 kDa e entre 50-75 no antigeno de
sorovar Javanica (poc¢o 4), Hebdomadis (poco 5), Djasiman (poco 6) e Patoc
(poco 7). No antigeno de sorovar Wolffi (poco 3) foi possivel visualizar a fracao
entre 37-50 kDa. As fracdes proteicas de peso molecular entre 37-50 kDa e

entre 50-75 kDa, foram encontradas no antigeno de sorovar Hardjo (poco 2).
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Figura 11. Perfil eletroforético por SDS-PAGE a 12,5% de acrilamida, corado com “Comassie
Blue”, dos sorovares Hardjo, Wolffi, Javanica, Hebdomadis, Djasiman e Patoc. Po¢o 1 —
Padrédo de Peso Molecular, Pogo 2 — antigeno de sorovar Hardjo, Pogo 3 — antigeno de sorovar
Wolffi, Poco 4 — antigeno de sorovar Javanica, Pogo 5 — antigeno de sorovar Hebdomadis,
Poco 6 — antigeno de sorovar Djasiman, Pogo 7 — antigeno de sorovar Patoc

Tabela 8. Fracdes antigénicas visualizadas por SDS-PAGE a partis dos
antigenos extraidos dos sorovares Hardjo, Wolffi, Javanica, Hebdomadis,
Djasiman e Patoc em volume de 40 pL

FragOes proteicas visualizadas

Poco Antigeno (kDa)
5 Hardjo 37-50, 50-75
3 Wolffi 37-50
4 Javanica 10-15, 37-50 ,50-75
5 Hebdomadis 10-15, 37-50, 50-75
6 Djasiman 10-15, 37-50, 50-75
7 Patoc 10-15, 37-50, 50-75

(-) auséncia de visualizacao de fracao proteica
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5.5 Anadlise do perfil eletroforético, por SDS-PAGE, dos antigenos

extraidos dos sorovares Canicola e Panama

Como ndo houve visualizacdo de fracdes proteicas nos antigenos extraidos
dos sorovares Canicola e Panama, foi realizada uma nova extracdo dos
antigenos e confeccdo de um novo gel de poliacrilamida SDS-PAGE, com

volume de 40 pL.

A figura 12 apresenta a visualizacdo das fracbes antigénicas obtidas por
eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE, corado com Comassie Blue.
Os antigenos foram aplicados em duplicatas no gel apenas para garantia de
que haveria a visualizacdo de fracdes proteicas. Apdés a coloracdo do gel,
pode-se identificar a presenca de duas fracdes proteicas com massa molecular
aparente entre 37-50 kDa e uma fracdo de massa molecular aparente de 75
kDa, no antigeno de sorovar Canicola (pocos 2 e 3). O antigeno de sorovar
Panama (poco 4) apresentou apenas fracdo de 75 kDa. N&o houve
visualizacdo de fracdo proteica em uma das duplicatas do antigeno de sorovar

Panama (poco 5).
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Figura 12. Perfil eletroforético por SDS-PAGE a 12,5% de acrilamida, corado com “Comassie
Blue”, dos sorovares Canicola e Panama. Po¢o 1 — Padrdo de Peso Molecular, Poco 2 —
antigeno de sorovar Canicola, Pogo 3 — antigeno de sorovar Canicola, Poco 4 — antigeno de
sorovar Panama, Pogo 5 — antigeno de sorovar Panama

Tabela 9. Fracdes antigénicas visualizadas por SDS-PAGE a partis dos
antigenos extraidos dos sorovares Canicola e Panama em um volume de 40 pL

FragOes proteicas visualizadas

Pocos Antigeno (kDa)
1 Canicola 25-37, 37-50, 75
2 Canicola 25-37, 37-50, 75
3 Panama 75
4 Panama )

(-) auséncia de visualizacao de fracdo proteica
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6. RESULTADOS “IMMUNOBLOTTING”

6.1 Resultados da imunoreatividade por “immunoblotting” das amostras

de soros de pacientes com leptospirose frente a diferentes sorovares

Dando sequéncia a avaliacdo da reatividade das amostras de soros de
pacientes com leptospirose com 0s antigenos de sorovar Icterohaemorrhagie,
Copenhageni, Grippotyphosa, Canicola, Pomona, Bataviae, Australis,
Pyrogenes, Tarassovi, Sejroe, Autumnalis, Hardjo, Wolffi, Javanica, Panama,
Hebdomadis, Djasiman, Castellonis, Patoc e Cynopteri. Conforme citado no
item 3.1, foram selecionados dois soros provenientes de casos de Obitos de
sorovar Panama e dois soros de sorovar Castellonis, que primeiramente foram
testados apenas um de cada sorovar com anticorpos anti-lgM humanos
conjugados com peroxidase, e posteriormente, 0S quatro soros seriam

submetidos aos anticorpos anti-lgG humanos conjugados com peroxidase.

Apoés a etapa de transferéncia, as membranas de nitrocelulose bloqueadas,

foram armazenadas a -20°C e posteriormente, foi realizado o “immunoblotting”.

A tabela 9 representa a reatividade encontrada entre as amostras de soros

frente aos 20 antigenos de sorovares utilizados.

As fragOes localizadas em locais ndo descritos no PPM foram consideradas

com valor aproximado.



Tabela 10. Reatividade entre amostras de soro frente aos 20 sorovares
(Continua)

1 2 3 4 s 6 78 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Soros reagentes
10-15%
. 15:20 10-15 15-20
Icterohaemorrhagiae L2 20 10 1015 10 15 1015 1015 1005% 5405 1015 1520+ 1520 1015  10-15% 10415%  10-45% 2025 101" 1590
25-37 10-15* 15-20 37-50 15-20
25-37 20-25 25-37
50-75
10-15 15 105 10-15 1045 00 1015 10-15 1520  10-15
15-20 015 1550 10 0B 1550 1520 1520 37-50¢ G000 150 1015 1920 104582050 10-15% 2025 1520 ©
Copenhageni
15-20 15.20
Q] () 1015 () () ¢ () () 1015 2025 () 10-15  15-20 () O] O] ) 2537 O Q]
. 25-37
Grippotyphosa
10-15%* L0.15
10 1015 10 1045 15 1015 10-15 15-20 N 1045 1045 1045*  10-15% 1520  10-15%
15-20 1520 1520 1015 1520 1520 1520 1520 '°7° 2025 1% 3OO 1520 5025 1520 15202025 1520 202537 1520 O
. 25-37
Canicola
1820 1015 10-15
8 10 1045 10 1045 15 1045 1015 1045 020 15 1520% 1045 1045 1045% 10-15%  10-15% 1520 1000 ()
20-25
. 25-37
Bataviae
10 O () 10 1045 1520* 1015 10-15 1015% 10-15% () 1015 () 1015 () () 1015 1520 102% ()
Australis
1015 10-15 10-15 10-15* 10-15
10 10 IS0 10957 1520 1095 150 1005 g0 O jgpp 192 jgpp 10057 1045% 1095 15 () 1045
Pyrogenes
10 15-20
00 () 1045 () 1045 1520% 1015 1015 10-15% 10-15%* 1015 10-15 ()  10-15* 10-15 10-15% 1015 15:20%* ()

Tarassovi
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Tabel10 . Reatividade entre amostras de soro frente aos 20 sorovares

(Concluséo)

1 > 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Soros reagentes
ig:;g* 10-15
. o 10 10-15 10 1015 1520 10-15 10-15 10-15* 1015 15-20 1520 10-15  10-15% 10-15* 1015 1520  10-15
Sejroe 20-25 - )
20-25 15-20
2537
ig:%g* 10-15 1500 1015
. 15202537 10 10-15 10 (9 15:20¢ 10-15 10-15 10-15% 1015 1520 1520 10-15  10-15¢ 10-15*  10-15 1520  15-20
Autumnalis 20-25 " 37
20-25 25.37
25.37
10-15+
1520 1015 1015 10-15*
R R R . - - - - - . - - - * - . -
Hardio o 0 O 10 O 1520 1045 1015 1015 o020 1045 1520 [0 1045 1045 10-15 1045 1520  joo0 105
20-25%
2537
10-15 1015 0. L0.15
15-20 10 1015 10 () 1520 1045 10-15 1520 1520 1045 1520 1000 1045 1045% 10-15% 1015 1520  joo0 ()
Wolff 20-25 20-25%
10-15* 15 10-15*
_ o 10 1045 10 1045 1520 1045 1015 ()  1045% 1045 1015 1015 1045 1045% 000 1045 2.0 1os0 105
Javanica
O 10 ig;g 10-15 () 1520 10-15 1015 () () 10-15 1015 ()  10-15  10-15¢ 10-15% 10-15* 1520 () 15
Panama
10-15
10 () () 1015 1015 1520 10-15 10-15 10-15 10-15** ()  10-15 ()  10-15%* 10-15 (9) 10-15¢ 15 10-15  10-15
Hebdomadis 15-20
o () 10-15 10-15 (9 () 1015 () 1015 () () 1045 () 1045 1520 () 1015 () 10-15% 1020
Djasiman
o O 60 60 0 () 10415 1015 1015 () O 1045 10251015 1520 () 1015 10-15  10-15% 15-20
Castellonis
10-15*
1015 10-15 25-87% 45 99 10-15
15 O @ 1015 02 7% 1045 10415 igg 2 1045 o0 1045 1520 () 1015  10-15  10-15% 15-20% 25
Patoc 250
15-20 10-15  10-15 15-20*
0 10-15 10-15 10-15 10-15 1520 10-15 10-15 10-15 10-15 ) 1015  15-20 10-15*% 1015 10-15  10-15% 25
. 2537 15-20% 15-20
Cynopteri 3750
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6.1.1 Imunoreatividade das amostras de soro frente ao antigeno do
sorovar Icterohaemorrhagiae

A figura 13 apresenta a avaliacdo da imunoreatividade, por “immunoblotting”,
das amostras de soro de pacientes com leptospirose frente ao antigeno

extraido de sorovar Icterohaemorrhagiae.

12 3 4 56 7 8 9 10 11 12 131415 16 17 18 19 20 21 22 23
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Figura 13. Reatividade dos anticorpos IgM anti-leptospiras por “immunoblotting” em fitas de
nitrocelulose com antigeno obtido do sorovar Icterohaemorrhagiae e soros reagentes pelo MAT
na diluicdo 1:100. Fita 1 — Padrdo de Peso Molecular, Fita 2 — soro reagente para sorovar
Icterohaemorrhagiae, Fita 3 — soro reagente para sorovar Copenhageni, Fita 4 —soro reagente
para sorovar Grippotyphosa, Fita 5 — soro reagente para sorovar Canicola, Fita 6 —soro
reagente para sorovar Bataviae, Fita 7 — soro reagente para sorovar Australis, Fita 8 —soro
reagente para sorovar Pyrogenes, Fita 9 — soro reagente para sorovar Tarassovi, Fita 10 — soro
reagente para sorovar Sejroe, Fita 11 — soro reagente para sorovar Autumnalis, Fita 12 —soro
reagente para sorovar Hardjo, Fita 13 — soro reagente para sorovar Wolffi, Fita 14 — soro
reagente para sorovar Javanica, Fita 15 — soro reagente para sorovar Panama, Fita 16 — soro
reagente para sorovar Hebdomadis, Fita 17 — soro reagente para sorovar Djasiman, Fita 18 —
soro reagente para sorovar Castellonis, Fita 19 — soro reagente para sorovar Patoc, Fita 20 —
soro reagente para sorovar Cynopteri, Fita 21 — soro de caso de ébito reagente para sorovar
Panama, Fita 22 — soro de caso de 6bito reagente para sorovar Castellonis, Fita 23 — soro do
controle negativo

As amostras de soro reagente para sorovar Icterohaemorrhagiae (fita 2) e o
soro reagente para sorovar Autumnalis (fita 11), reconheceram uma fracéo
proteica de massa molecular aparente entre 15-20 kDa e uma entre 25-37 kDa.
Os soros reagentes para sorovar Copenhageni (fita 3), sorovar Canicola (fita 5)
e sorovar Wolffi (fita 13), reconheceram uma fracao proteica de peso molecular
entre 15-20 kDa. O soro reagente para sorovar Australis (fita 7), Pyrogenes (fita

8) e Hebdomadis (fita 16), reconheceram fracdo de peso molecular aparente de
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10 kDa. O soro reagente para sorovar Tarassovi (fita 9), reconheceu uma
fracdo proteica de 10 kDa e uma fragdo de peso entre 15-20 kDa. O soro
reagente para sorovar Patoc (fita 19), reconheceu fracdo de massa molecular
aparente de 15 kDa. As amostras de soros reagentes para sorovares Panama
(fita 15), Djasiman (fita 17), Castellonis (fita 5), Cynopteri (fita 18), soro
proveniente de Obito, reagente para sorovar Panama (fita 21), soro proveniente
de Obito, reagente para sorovar Castellonis (fita 22) e soro reagente para
dengue, utilizado como controle negativo (fita 23), apresentaram auséncia de
reatividade quando avaliados frente ao antigeno extraido do sorovar

Icterohaemorrhagiae.

6.1.2 Imunoreatividade das amostras de soro frente ao antigeno do
sorovar Copenhageni

A figura 14 apresenta a avaliacdo da imunoreatividade, por “immunoblotting”,
das amostras de soro de pacientes com leptospirose frente ao antigeno

extraido de sorovar Copenhageni.
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Figura 14. Reatividade dos anticorpos IgM anti-leptospiras por “immunoblotting” em fitas de
nitrocelulose com antigeno obtido do sorovar Copenhageni e soros reagentes pelo MAT na
diluicdo 1:100. Fita 1 —Padrdo de Peso Molecular, Fita 2 — soro reagente para sorovar
Icterohaemorrhagiae, Fita 3 — soro reagente para sorovar Copenhageni, Fita 4 — soro reagente
para sorovar Grippotyphosa, Fita 5 — soro reagente para sorovar Canicola, Fita 6 — soro
reagente para sorovar Bataviae, Fita 7 — soro reagente para sorovar Australis, Fita 8 — soro
reagente para sorovar Pyrogenes, Fita 9 — soro reagente para sorovar Tarassovi, Fita 10 — soro
reagente para sorovar Sejroe, Fita 11 — soro reagente para sorovar Autumnalis, Fita 12 — soro
reagente para sorovar Hardjo, Fita 13 — soro reagente para sorovar Wolffi, Fita 14 — soro
reagente para sorovar Javanica, Fita 15 - soro reagente para sorovar Panama, Fita 16 — soro
reagente para sorovar Hebdomadis, Fita 17 — soro reagente para sorovar Djasiman, Fita 18 —
soro reagente para sorovar Castellonis, Fita 19 — soro reagente para sorovar Patoc, Fita 20 —
soro reagente para sorovar Cynopteri, Fita 21 — soro de caso de 6bito reagente para sorovar
Panama, Fita 22 — soro de caso de Obito reagente para sorovar Castellonis, Fita 23 — soro do
controle negativo

O soro reagente para sorovar Icterohaemorrhagiae (fita 2), Bataviae (fita 6),
Sejroe (fita 10), Autumnalis (fita 11), Wolffi (fita 13), Javanica (fita 14),
Pyrogenes (fita 8) e Panama (fita 15), reconheceram fragédo proteica de massa
molecular aparente de 10 kDa. O soro reagente para sorovar Copenhageni (fita
3), reconheceu uma fracdo antigénica de 10 kDa e uma fracédo de 15 kDa. O
soro reagente para sorovar Canicola (fita 5) reconheceu uma fracdo antigénica
de 10 kDa e uma fracdo de massa molecular aparente entre 15-20 kDa. O soro
reagente para sorovar Cynopteri (fita 20) reconheceu fracdo proteica de peso
molecular entre 10-15 kDa. O soro reagente para sorovar Grippotyphosa (fita
4), Australis (fita 7), Tarassovi (fita 9), Hardjo (fita 12), Hebdomadis (fita 16),

Djasiman (fita 17), Castellonis (fita 18), Patoc (fita 19), soro proveniente de
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Obito, reagente para sorovar Panama (fita 21), soro proveniente de d&bito,
reagente para sorovar Castellonis (fita 22) e soro reagente para dengue,
utiizado como controle negativo (fita 23), apresentaram auséncia de
reatividade quando avaliados frente ao antigeno extraido do sorovar

Copenhageni.

6.1.3 Imunoreatividade das amostras de soro frente ao antigeno do
sorovar Grippotyphosa
A figura 15 apresenta os resultados da imunoreatividade, por “immunoblotting”,

das amostras de soro de pacientes com leptospirose frente ao antigeno obtido

de sorovar Grippotyphosa.

Figura 15. Reatividade dos anticorpos IgM anti-leptospiras por “immunoblotting” em fitas de
nitrocelulose com antigeno obtido do sorovar Grippotyphosa e soros reagentes pelo MAT na
diluicdo 1:100. Fita 1 —Padrdo de Peso Molecular, Fita 2 — soro reagente para sorovar
Icterohaemorrhagiae, Fita 3 — soro reagente para sorovar Copenhageni, Fita 4 —soro reagente
para sorovar Grippotyphosa, Fita 5 — soro reagente para sorovar Canicola, Fita 6 — soro
reagente para sorovar Bataviae, Fita 7 — soro reagente para sorovar Australis, Fita 8 — soro
reagente para sorovar Pyrogenes, Fita 9 — soro reagente para sorovar Tarassovi, Fita 10 — soro
reagente para sorovar Sejroe, Fita 11 — soro reagente para sorovar Autumnalis, Fita 12 — soro
reagente para sorovar Hardjo, Fita 13 — soro reagente para sorovar Wolffi, Fita 14 — soro
reagente para sorovar Javanica, Fita 15 — soro reagente para sorovar Panama, Fita 16 — soro
reagente para sorovar Hebdomadis, Fita 17 — soro reagente para sorovar Djasiman, Fita 18 —
soro reagente para sorovar Castellonis, Fita 19 — soro reagente para sorovar Patoc, Fita 20 —
soro reagente para sorovar Cynopteri, Fita 21 — soro de caso de 6bito reagente para sorovar
Panama, Fita 22 — soro de caso de 6bito reagente para sorovar Castellonis, Fita 23 — soro do
controle negativo

O soro reagente para sorovar Icterohaemorrhagiae (fita 2), Grippotyphosa (fita

4), Bataviae (fita 6), Tarassovi (fita 9), Sejroe (fita 10), Autumnalis (fita 11),
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Hardjo (fita 12), Wolffi (fita 13), Javanica (fita 14), Djasiman (fita 17), Cynopteri
(fita 20), reconheceram fracdo antigénica de massa molecular aparente entre
10-15 kDa. O soro reagente para sorovar Copenhageni (fita 3), Canicola (fita 5)
e Panama (fita 15), reconheceu fracbes de massa molecular aparente entre 10-
15 kDa e 15-20 kDa. O soro reagente para sorovar Australis (fita 7), Pyrogenes
(fita 8), Castellonis (fita 18), Patoc (fita 19), Hebdomadis (fita 16), soro
proveniente de Obito reagente para sorovar Panama (fita 21), soro proveniente
de 6bito reagente para sorovar Castellonis (22), soro reagente para dengue,
utilizado como controle negativo (fita 23), apresentaram auséncia de
reatividade quando avaliados frente ao antigeno extraido do sorovar

Grippotyphosa.

6.1.4 Imunoreatividade das amostras de soro frente ao antigeno do
sorovar Canicola

A figura 16 apresenta a avaliacdo da imunoreatividade, por “immunoblotting”,
das amostras de soro de pacientes com leptospirose frente ao antigeno

extraido de sorovar Canicola.
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Figura 16. Reatividade dos anticorpos IgM anti-leptospiras por “immunoblotting” em fitas de
nitrocelulose com antigeno obtido do sorovar Canicola e soros reagentes pelo MAT na diluicao
1:100. Fita 1 —Padrdo de Peso Molecular, Fita 2 — soro reagente para sorovar
Icterohaemorrhagiae, Fita 3 — soro reagente para sorovar Copenhageni, Fita 4 — soro reagente
para sorovar Grippotyphosa, Fita 5 — soro reagente para sorovar Canicola, Fita 6 — soro
reagente para sorovar Bataviae, Fita 7 — soro reagente para sorovar Australis, Fita 8 — soro
reagente para sorovar Pyrogenes, Fita 9 — soro reagente para sorovar Tarassovi, Fita 10 — soro
reagente para sorovar Sejroe, Fita 11 — soro reagente para sorovar Autumnalis, Fita 12 — soro
reagente para sorovar Hardjo, Fita 13 — soro reagente para sorovar Wolffi, Fita 14 — soro
reagente para sorovar Javanica, Fita 15 — soro reagente para sorovar Panama, Fita 16 — soro
reagente para sorovar Hebdomadis, Fita 17 — soro reagente para sorovar Djasiman, Fita 18 —
soro reagente para sorovar Castellonis, Fita 19 — soro reagente para sorovar Patoc, Fita 20 —
soro reagente para sorovar Cynopteri, Fita 21 — soro de caso de 6bito reagente para sorovar
Panama, Fita 22 — soro de caso de 6bito reagente para sorovar Castellonis, Fita 23 — soro do
controle negativo

O soro reagente para sorovar Icterohaemorrhagiae (fita 2), Copenhageni (fita
3), Bataviae (fita 6), Australis (fita 7), Sejroe (fita 10), Autumnalis (fita 11),
Hardjo (fita 12), Wolffi (fita 13) e Javanica (fita 14), reconheceram fracdo
antigénica de massa molecular aparente de 10 kDa. O soro reagente para
sorovar Canicola (fita 5), reconheceu uma fracdo de 10 kDa e uma fragdo de
peso molecular ente 10-15kDa. O soro reagente para sorovar Panama (coluna
2), Hebdomadis (fita 16), Djasiman (fita 17), Patoc (fita 19) e Cynopteri (fita 20),
reconheceram fracdo proteica de peso molecular ente 10-15 kDa. O soro
reagente para sorovar Pyrogenes (fita 8), reconheceu fragdes antigénicas de
massa molecular aparente entre 10-15 kDa, 15-20 kDa e 20-25 kDa. O soro
reagente para os sorovares Grippotyphosa (fita 4), Tarassovi (fita 9), soro

reagente para sorovar Castellonis (fita 18), soro proveniente de 6bito, reagente
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para sorovar Panama (fita 21), soro proveniente de Obito, reagente para
sorovar Castellonis (fita 22) e soro reagente para dengue, utilizado como
controle negativo (fita 23), apresentaram auséncia de reatividade quando

avaliados frente ao antigeno extraido do sorovar Canicola.

6.1.5 Imunoreatividade das amostras de soro frente ao antigeno do
sorovar Pomona

A figura 17 apresenta a avaliacdo da imunoreatividade, por “immunoblotting”,
das amostras de soro de pacientes com leptospirose frente ao antigeno

extraido de sorovar Pomona.

Figura 17. Reatividade dos anticorpos IgM anti-leptospiras por “immunoblotting” em fitas de
nitrocelulose com antigeno obtido do sorovar Pomona e soros reagentes pelo MAT na diluigdo
1:100. Fita 1 -Padrdo de Peso Molecular, Fita 2 - soro reagente para sorovar
Icterohaemorrhagiae, Fita 3 — soro reagente para sorovar Copenhageni, Fita 4 —soro reagente
para sorovar Grippotyphosa, Fita 5 — soro reagente para sorovar Canicola, Fita 6 — soro
reagente para sorovar Bataviae, Fita 7 —soro reagente para sorovar Australis, Fita 8 — soro
reagente para sorovar Pyrogenes, Fita 9 — soro reagente para sorovar Tarassovi, Fita 10 — soro
reagente para sorovar Sejroe, Fita 11 — soro reagente para sorovar Autumnalis, Fita 12 — soro
reagente para sorovar Hardjo, Fita 13 — soro reagente para sorovar Wolffi, Fita 14 — soro
reagente para sorovar Javanica, Fita 15 - soro reagente para sorovar Panama, Fita 16 — soro
reagente para sorovar Hebdomadis, Fita 17 — soro reagente para sorovar Djasiman, Fita 18 —
soro reagente para sorovar Castellonis, Fita 19 — soro reagente para sorovar Patoc, Fita 20 —
soro reagente para sorovar Cynopteri, Fita 21 — soro de caso de 6bito reagente para sorovar
Panama, Fita 22 — soro de caso de 6bito reagente para sorovar Castellonis, Fita 23 — soro do
controle negativo

O soro reagente para sorovar Icterohaemorrhagiae (fita 2) reconheceu duas
fracOes antigénicas com massa molecular entre 10-15 kDa. O soro reagente

para sorovar Copenhageni (fita 3) reconheceu fracdo entre 20-25 kDa. Soros
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reagentes para sorovares Canicola (fita 4) e Patoc (fita 19) reconheceram
fragcbes antigénicas de massa molecular aparente entre 10-15 kDa e 15-20
kDa. Os soros reagentes para os sorovares Bataviae (fita 6), Australis (fita 7),
Tarassovi (fita 9), Sejroe (fita 10), Javanica (fita 14), Hebdomadis (fita 16),
Cynopteri (fita 20) reconheceu fragao antigénica aparente entre 10-15 kDa. O
soro reagente para sorovar Pyrogenes (fita 8), reconheceu trés fracdes
antigénicas de massa molecular entre 10-15 kDa. O soro reagente para sorovar
Grippotyphosa (fita 4), Autumnalis (fita 11), Hardjo (fita 12), Wolffi (fita 13),
Panama (fita 15), Djasiman (fita 17), Castellonis (fita 18), soro proveniente de
Obito reagente para sorovar Panama (fita 21), soro proveniente de O6bito
reagente para sorovar Castellonis (fita 22), soro reagente para dengue,
utilizado como controle negativo (fita 23), apresentaram auséncia de
reatividade quando avaliados frente ao antigeno extraido do sorovar Pomona.
6.1.6 Imunoreatividade das amostras de soro frente ao antigeno do
sorovar Bataviae

A figura 18 apresenta a avaliagdo da imunoreatividade, por “immunoblotting”,
das amostras de soro de pacientes com leptospirose frente ao antigeno

extraido de sorovar Bataviae.
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Figura 18. Reatividade dos anticorpos IgM anti-leptospiras por “immunoblotting” em fitas de
nitrocelulose com antigeno obtido do sorovar Bataviae e soros reagentes pelo MAT na diluicao
1:100. Fita 1 -Padrdo de Peso Molecular, Fita 2 — soro reagente para sorovar
Icterohaemorrhagiae, Fita 3 — soro reagente para sorovar Copenhageni, Fita 4 —soro reagente
para sorovar Grippotyphosa, Fita 5 — soro reagente para sorovar Canicola, Fita 6 — soro
reagente para sorovar Bataviae, Fita 7 —soro reagente para sorovar Australis, Fita 8 — soro
reagente para sorovar Pyrogenes, Fita 9 — soro reagente para sorovar Tarassovi, Fita 10 — soro
reagente para sorovar Sejroe, Fita 11 — soro reagente para sorovar Autumnalis, Fita 12 — soro
reagente para sorovar Hardjo, Fita 13 — soro reagente para sorovar Wolffi, Fita 14 — soro
reagente para sorovar Javanica, Fita 15 — soro reagente para sorovar Panama, Fita 16 — soro
reagente para sorovar Hebdomadis, Fita 17 — soro reagente para sorovar Djasiman, Fita 18 —
sSoro reagente para sorovar Castellonis, Fita 19 — soro reagente para sorovar Patoc, Fita 20 —
soro reagente para sorovar Cynopteri, Fita 21 — soro de caso de 6bito reagente para sorovar
Panama, Fita 22 — soro de caso de Obito reagente para sorovar Castellonis, Fita 23 —soro do
controle negativo

O soro reagente para sorovar Icterohaemorrhagiae (fita 2), Bataviae (fita 6)
uma fragcdo antigénica de massa molecular aparente entre 15 kDa. Os soros
reagentes para sorovar Copenhageni (fita 3) e Canicola (fita 5), reconheceram
fragOes de 15 kDa e entre uma entre 15-20 kDa. Os soros reagentes para
sorovar Australis (fita 7), Tarassovi (fita 9), Autumnalis (fita 11), Hardjo (fita 12),
Wolffi (fita 13), Javanica (fita 14), Hebdomadis (fita 16), reconheceram duas
fragcbes antigénicas de massa molecular aparente entre 15-20 kDa. O soro
reagente para sorovar Pyrogenes (fita 8), Sejroe (fita 10), Panama (fita 15),
Cynopteri (fita 20), reconheceu fracdo aparente entre 15-20 kDa. Os soros
reagentes para sorovar Grippotyphosa (fita 4), Djasiman (fita 17), Castellonis
(fita 18), Patoc (fita 19), O soro proveniente de Obito reagente para sorovar
Panama (fita 21), soro proveniente de 6bito reagente para sorovar Castellonis

(fita 22), soro reagente para dengue, utilizado como controle negativo (fita 23),
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apresentaram auséncia de reatividade quando avaliados frente ao antigeno

extraido do sorovar Bataviae.

6.1.7 Imunoreatividade das amostras de soro frente ao antigeno do

sorovar Australis

A figura 19 apresenta a avaliacdo da imunoreatividade, por “immunoblotting”,
das amostras de soro de pacientes com leptospirose frente ao antigeno

extraido de sorovar Australis.

25kDa
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Figura 19. Reatividade dos anticorpos IgM anti-leptospiras por “immunoblotting” em fitas de
nitrocelulose com antigeno obtido do sorovar Australis e soros reagentes pelo MAT na diluigdo
1:100. Fita 1 — de Padrdo de Peso Molecular, Fita 2 — soro reagente para sorovar
Icterohaemorrhagiae, Fita 3 — soro reagente para sorovar Copenhageni, Fita 4 — soro reagente
para sorovar Grippotyphosa, Fita 5 — soro reagente para sorovar Canicola, Fita 6 — soro
reagente para sorovar Bataviae, Fita 7 — soro reagente para sorovar Australis, Fita 8 — soro
reagente para sorovar Pyrogenes, Fita 9 — soro reagente para sorovar Tarassovi, Fita 10 — soro
reagente para sorovar Sejroe, Fita 11 — soro reagente para sorovar Autumnalis, Fita 12 — soro
reagente para sorovar Hardjo, Fita 13 — soro reagente para sorovar Wolffi, Fita 14 — soro
reagente para sorovar Javanica, Fita 15 — soro reagente para sorovar Panama, Fita 16 — soro
reagente para sorovar Hebdomadis, Fita 17 — soro reagente para sorovar Djasiman, Fita 18 —
soro reagente para sorovar Castellonis, Fita 19 — soro reagente para sorovar Patoc, Fita 20 —
soro reagente para sorovar Cynopteri, Fita 21 — soro de caso de ébito reagente para sorovar
Panama, Fita 22 — soro de caso de Obito reagente para sorovar Castellonis, Fita 23 — soro do
controle negativo

As amostras de soros reagentes para os sorovares Icterohaemorrhagiae (fita

2), Bataviae (fita 6), Australis (fita 7), Pyrogenes (fita 8), Tarassovi (fita 9),
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Sejroe (fita 10), Autumnalis (fita 11), Hardjo (fita 12), Wolffi (fita 13), Javanica
(fita 14), Panama (fita 15), Hebdomadis (fita 6), Djasiman (fita 17), Castellonis
(fita 18), Patoc (fita 19), Cynopteri (fita 20), reconheceram fracbes antigénicas
de massa molecular aparente entre 10-15 kDa. O soro reagente para sorovar
Copenhageni (fita 3) e Canicola (fita 5), reconheceu uma fragédo entre 10-15
kDa e outra entre 15-20 kDa. O soro reagente para sorovar Grippotyphosa (fita
4), soro proveniente de 6bito reagente para sorovar Panama (fita 21), soro
proveniente de Obito reagente para sorovar Castellonis (fita 22), soro reagente
para dengue, utilizado como controle negativo (fita 23), apresentaram auséncia
de reatividade quando avaliados frente ao antigeno extraido do sorovar

Australis.

6.1.8 Imunoreatividade das amostras de soro frente ao antigeno do

sorovar Pyrogenes

A figura 20 apresenta a avaliacdo da imunoreatividade, por “immunoblotting”,
das amostras de soro de pacientes com leptospirose frente ao antigeno

extraido de sorovar Pyrogenes.
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Figura 20. Reatividade dos anticorpos IgM anti-leptospiras por “immunoblotting” em fitas de
nitrocelulose com antigeno obtido do sorovar Pyrogenes e soros reagentes pelo MAT na
diluicdo 1:100. Fita 1 — Padrdo de Peso Molecular, Fita 2 — soro reagente para sorovar
Icterohaemorrhagiae, Fita 3 — soro reagente para sorovar Copenhageni, Fita 4 — soro reagente
para sorovar Grippotyphosa, Fita 5 — soro reagente para sorovar Canicola, Fita 6 — soro
reagente para sorovar Bataviae, Fita 7 — soro reagente para sorovar Australis, Fita 8 — soro
reagente para sorovar Pyrogenes, Fita 9 — soro reagente para sorovar Tarassovi, Fita 10 — soro
reagente para sorovar Sejroe, Fita 11 — soro reagente para sorovar Autumnalis, Fita 12 — soro
reagente para sorovar Hardjo, Fita 13 — soro reagente para sorovar Wolffi, Fita 14 — soro
reagente para sorovar Javanica, Fita 15 — soro reagente para sorovar Panama, Fita 16 — soro
reagente para sorovar Hebdomadis, Fita 17 — soro reagente para sorovar Djasiman, Fita 18 —
soro reagente para sorovar Castellonis, Fita 19 —soro reagente para sorovar Patoc, Fita 20 —
soro reagente para sorovar Cynopteri, Fita 21 — soro de caso de 6bito reagente para sorovar
Panama, Fita 22 — soro de caso de 6bito reagente para sorovar Castellonis, Fita 23 — soro do
controle negativo

A amostra de soro reagente para sorovar Icterohaemorrhagiae (2), Pyrogenes
(8) e Cynopteri (fita 20), reconheceu fracbes antigénicas de massa molecular
aparente entre 10-15 kDa e 15-20 kDa. O soro reagente para sorovar
Copenhageni (fita 3) e Canicola (fita 5), reconheceu duas fragées antigénicas
de massa molecular aparente ente 10-15 kDa e uma fragéo entre 15-20 kDa. O
soro reagente para sorovar Bataviae (fita 6), Australis (fita 7), Hardjo (fita 12),
Wolffi (fita 13), Javanica (fica 14) e Panama (fita 15), reconheceu duas fracdes
antigénicas de massa molecular aparente entre 10-15 kDa. As amostras de
soro reagente para sorovar Tarassovi (fita 9), Sejroe (fita 10), Autumnalis (fita
11), Hebdomadis (fita 16), Castellonis (fica 18) e Patoc (fica 19), reconheceram
fracdo entre 10-15 kDa. O soro reagente para sorovar Grippotyphosa (fita 4),
Djasiman (fita 17), soro proveniente de 6bito reagente para sorovar Panama

(fita 21), soro proveniente de 6bito reagente para sorovar Castellonis (fita 22),
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soro reagente para dengue, utilizado como controle negativo (fita 23),
apresentaram auséncia de reatividade quando avaliados frente ao antigeno

extraido do sorovar Pyrogenes.

6.1.9 Imunoreatividade das amostras de soro frente ao antigeno do

sorovar Tarassovi

A figura 21 apresenta a avaliacdo da imunoreatividade, por “immunoblotting”,
das amostras de soro de pacientes com leptospirose frente ao antigeno

extraido de sorovar Tarassovi.

Figura 21. Reatividade dos anticorpos IgM anti-leptospiras por “immunoblotting” em fitas de
nitrocelulose com antigeno obtido do sorovar Tarassovi e soros reagentes pelo MAT na diluigdo
1:100. Fita 1 - Padrdo de Peso Molecular, Fita 2 — soro reagente para sorovar
Icterohaemorrhagiae, Fita 3 — soro reagente para sorovar Copenhageni, Fita 4 —soro reagente
para sorovar Grippotyphosa, Fita 5 — soro reagente para sorovar Canicola, Fita 6 — soro
reagente para sorovar Bataviae, Fita 7 —soro reagente para sorovar Australis, Fita 8 — soro
reagente para sorovar Pyrogenes, Fita 9 — soro reagente para sorovar Tarassovi, Fita 10 — soro
reagente para sorovar Sejroe, Fita 11 — soro reagente para sorovar Autumnalis, Fita 12 — soro
reagente para sorovar Hardjo, Fita 13 — soro reagente para sorovar Wolffi, Fita 14 — soro
reagente para sorovar Javanica, Fita 15 — soro reagente para sorovar Panama, Fita 16 — soro
reagente para sorovar Hebdomadis, Fita 17 —soro reagente para sorovar Djasiman, Fita 18 —
soro reagente para sorovar Castellonis, Fita 19 — soro reagente para sorovar Patoc, Fita 20 —
soro reagente para sorovar Cynopteri, Fita 21 — soro de caso de 6bito reagente para sorovar
Panama, Fita 22 — soro de caso de 6bito reagente para sorovar Castellonis, Fita 23 — soro do
controle negativo

As amostras de soro reagentes para sorovar Icterohaemorrhagiae (fita 2) e
Copenhageni (fita 3) reconheceram duas fracdes antigénicas de massas
moleculares aparente entre 10-15 kDa e duas entre 37-50 kDa. O soro

reagente para sorovar Grippotyphosa (fita 4), Bataviae (fita 6), Hardjo (fita 12),
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Hebdomadis (fita 16), Djasiman (fita 17), Castellonis (fita 18) e Cynopteri (fita
20), reconheceram uma fragdo de massa molecular aparente entre 10-15 kDa.
Os soros reagentes para sorovar Australis (fita 7), Pyrogenes (fita 8), Tarassovi
(fita 9), Sejroe (fita 10) e Autumnalis (fita 11), reconheceram duas fracbes
antigénicas de massa molecular aparente entre 10-15 kDa. O soro proveniente
de sorovar Canicola (fita 5) reconheceu duas fragcbes antigénicas de massa
molecular aparente entre 10-15 kDa, uma fragdo entre 25-37 kDa e quatro
fragdes de massa molecular aparente entre 37-50 kDa. A amostra de soro
reagente para sorovar Wolffi (fita 13), reconheceu fragdo de massa entre 15-20
kDa. O soro proveniente de sorovar Patoc (fita 19) reconheceu duas fragbes
antigénicas de massa molecular entre 10-15 kDa, duas fragbes entre 37-50
kDa, uma frag&do entre 100 kDa, 150 kDa e uma fragdo de 250 kDa. A amostra
de soro reagente para sorovar Javanica (fita 14), Panama (fita 15), soro
proveniente de Obito reagente para sorovar Panama (fita 21), soro proveniente
de Obito reagente para sorovar Castellonis (fita 22), soro reagente para dengue,
utiizado como controle negativo (fita 23), apresentaram auséncia de

reatividade quando avaliados frente ao antigeno extraido do sorovar Tarassovi.

6.1.10 Imunoreatividade das amostras de soro frente ao antigeno do

sorovar Sejroe

A figura 22 apresenta a avaliacdo da imunoreatividade, por “immunoblotting”,
das amostras de soro de pacientes com leptospirose frente ao antigeno

extraido de sorovar Sejroe.
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Figura 22. Reatividade dos anticorpos IgM anti-leptospiras por “immunoblotting” em fitas de
nitrocelulose com antigeno obtido do sorovar Sejroe e soros reagentes pelo MAT na diluicdo
1:100. Fita 1 — Padrdo de Peso Molecular, Fita 2 — soro reagente para sorovar
Icterohaemorrhagiae, Fita 3 — soro reagente para sorovar Copenhageni, Fita 4 — soro reagente
para sorovar Grippotyphosa, Fita 5 — soro reagente para sorovar Canicola, Fita 6 — soro
reagente para sorovar Bataviae, Fita 7 — soro reagente para sorovar Australis, Fita 8 — soro
reagente para sorovar Pyrogenes, Fita 9 — soro reagente para sorovar Tarassovi, Fita 10 — soro
reagente para sorovar Sejroe, Fita 11 — soro reagente para sorovar Autumnalis, Fita 12 —soro
reagente para sorovar Hardjo, Fita 13 — soro reagente para sorovar Wolffi, Fita 14 — soro
reagente para sorovar Javanica, Fita 15 - soro reagente para sorovar Panama, Fita 16 — soro
reagente para sorovar Hebdomadis, Fita 17 —soro reagente para sorovar Djasiman, Fita 18 —
soro reagente para sorovar Castellonis, Fita 19 —soro reagente para sorovar Patoc, Fita 20 —
soro reagente para sorovar Cynopteri, Fita 21 — soro de caso de 6bito reagente para sorovar
Panama, Fita 22 — soro de caso de Obito reagente para sorovar Castellonis, Fita 23 —soro do
controle negativo

A amostra de soro reagente para sorovar Icterohaemorrhagiae (fita 2)
reconheceu seis fragbes antigénicas de massa molecular aparente onde duas
fracOes foram entre 10-15 kDa, uma entre 15-20 kDa, uma entre 20-25 kDa,
uma entre 25-37 kDa e uma fracdo entre 50-75 kDa. O soro reagente para
sorovar Copenhageni (fita 3) reconheceu fragbes antigénicas entre 10-15 kDa,
20-25 kDa e 25-37 kDa. O soro reagente para sorovar Grippotyphosa (fita 4)
reconheceu fracao aparente entre 15-20 kDa, 20-25 kDa e 25-37 kDa. Os soros
reagentes para sorovares Canicola (fita 5) e Bataviae (fita 6) reconheceram
seis fracOes antigénicas, sendo trés fracdes entre 10-15 kDa, uma entre 15-20
KDa, outra 20-25 kDa e a ultima entre 25-37 kDa. O soro reagente para sorovar
Australis (fita 7) reconheceu duas fracbes antigénicas aparentes entre 10-15

kDa. O soro reagente para sorovar Pyrogenes (fita 8) reconheceu duas fracdes
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entre 10-15 kDa e uma entre 15-20 kDa. O soro reagente para sorovar
Tarassovi (fita 9) reconheceu trés fracbes antigénicas entre 10-15 kDa. As
amostras de soros reagentes para os sorovares Sejroe (fita 10), Autumnalis
(fita 11) e Hardjo (fica 12) reconheceram cinco fragOes, sendo duas fracoes
com massa molecular aparente entre 10-15 kDa, uma entre 15-20 kDa, outra
entre 20-25 kDa e a ultima entre 25-37 kDa. O soro reagente para sorovar
Wolffi (fita 13) reconheceu fragdes antigénicas entre 10-15 kDa, 15-20 kDa e
20-25 kDa. O soro reagente para sorovar Javanica (fita 14) e Hebdomadis (fita
16) reconheceram trés fracdes entre 10-15 kDa. O soro reagente para sorovar
Patoc (fita 19), Cynopteri (fita 20) reconheceram fracdes entre 15-20 kDa e 25-
37 kDa. Os soros reagentes para sorovares Panama (fita 15), Djasiman (fita
17), Castellonis (fita 18), soro proveniente de Obito reagente para sorovar
Panama (fita 21), soro proveniente de 6bito reagente para sorovar Castellonis
(fita 22), soro reagente para dengue, utilizado como controle negativo (fita 23),
apresentaram auséncia de reatividade quando avaliados frente ao antigeno

extraido do sorovar Sejroe.

6.1.11 Imunoreatividade das amostras de soro frente ao antigeno do

sorovar Autumnalis
A figura 23 apresenta a avaliacdo da imunoreatividade, por “immunoblotting”,

das amostras de soro de pacientes com leptospirose frente ao antigeno

extraido de sorovar Autumnalis.
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Figura 23. Reatividade dos anticorpos IgM anti-leptospiras por “immunoblotting” em fitas de
nitrocelulose com antigeno obtido do sorovar Autumnalis e soros reagentes pelo MAT na
diluicdo 1:100. Fita 1 — Padrdo de Peso Molecular, Fita 2 — soro reagente para sorovar
Icterohaemorrhagiae, Fita 3 — soro reagente para sorovar Copenhageni, Fita 4 — soro reagente
para sorovar Grippotyphosa, Fita 5 — soro reagente para sorovar Canicola, Fita 6 — soro
reagente para sorovar Bataviae, Fita 7 — soro reagente para sorovar Australis, Fita 8 — soro
reagente para sorovar Pyrogenes, Fita 9 — soro reagente para sorovar Tarassovi, Fita 10 — soro
reagente para sorovar Sejroe, Fita 11 — soro reagente para sorovar Autumnalis, Fita 12 — soro
reagente para sorovar Hardjo, Fita 13 — soro reagente para sorovar Wolffi, Fita 14 — soro
reagente para sorovar Javanica, Fita 15 — soro reagente para sorovar Panama, Fita 16 — soro
reagente para sorovar Hebdomadis, Fita 17 — soro reagente para sorovar Djasiman, Fita 18 —
soro reagente para sorovar Castellonis, Fita 19 — soro reagente para sorovar Patoc, Fita 20 —
soro reagente para sorovar Cynopteri, Fita 21 — soro de caso de 6bito reagente para sorovar
Panama, Fita 22 — soro de caso de 6bito reagente para sorovar Castellonis, Fita 23 — soro do
controle negativo

As amostras de soros reagentes para sorovar Icterohaemorrhagiae (fita 2),
Tarassovi (fita 9), Sejroe (fita 10), Cynopteri (fita 20), Autumnalis (fita 11),
Hardjo (fita 12), Wolffi (fita 13), Javanica (fita 14) e Panama (fita 15),
reconheceram uma fracdo antigénica de massa molecular aparente ente 10-15
kDa. O soro reagente para sorovar Copenhageni (fita 3), reconheceu uma
fracdo ente 10-15 kDa e uma fragcédo entre 15-20 kDa. O soro reagente para
sorovar Canicola (fita 5) e Bataviae (fita 6), reconheceram fracédo de 15 kDa. O
soro reagente para sorovar Djasiman (fita 17), Grippotyphosa (fita 4), Australis
(fita 7), Pyrogenes (fita 8), Hebdomadis (fita 16), Castellonis (fita 18), Patoc (fita
19), soro proveniente de Obito, reagente para sorovar Panama (fita 21), soro
proveniente de Obito, reagente para sorovar Castellonis (fita 22) e soro

reagente para dengue, utilizado como controle negativo (fita 23), apresentaram
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auséncia de reatividade quando avaliados frente ao antigeno extraido do

sorovar Autumnalis.

6.1.12 Imunoreatividade das amostras de soro frente ao antigeno do

sorovar Hardjo

A figura 24 apresenta a avaliacdo da imunoreatividade, por “immunoblotting”,
das amostras de soro de pacientes com leptospirose frente ao antigeno

extraido de sorovar Hardjo.

Figura 24. Reatividade dos anticorpos IgM anti-leptospiras por “immunoblotting” em fitas de
nitrocelulose com antigeno obtido do sorovar Hardjo e soros reagentes pelo MAT na diluicdo
1:100. Fita 1 — Padrdo de Peso Molecular, Fita 2 — soro reagente para sorovar
Icterohaemorrhagiae, Fita 3 — soro reagente para sorovar Copenhageni, Fita 4 —soro reagente
para sorovar Grippotyphosa, Fita 5 — soro reagente para sorovar Canicola, Fita 6 — soro
reagente para sorovar Bataviae, Fita 7 —soro reagente para sorovar Australis, Fita 8 — soro
reagente para sorovar Pyrogenes, Fita 9 — soro reagente para sorovar Tarassovi, Fita 10 — soro
reagente para sorovar Sejroe, Fita 11 — soro reagente para sorovar Autumnalis, Fita 12 — soro
reagente para sorovar Hardjo, Fita 13 — soro reagente para sorovar Wolffi, Fita 14 — soro
reagente para sorovar Javanica, Fita 15 — soro reagente para sorovar Panama, Fita 16 — soro
reagente para sorovar Hebdomadis, Fita 17 — soro reagente para sorovar Djasiman, Fita 18 —
soro reagente para sorovar Castellonis, Fita 19 — soro reagente para sorovar Patoc, Fita 20 —
soro reagente para sorovar Cynopteri, Fita 21 — soro de caso de 6bito reagente para sorovar
Panama, Fita 22 — soro de caso de 6bito reagente para sorovar Castellonis, Fita 23 — soro do
controle negativo

As amostras de soros reagentes para os sorovares Icterohaemorrhagiae (fita
2), Canicola (fita 5), Bataviae (fita 6), reconheceram fracOes antigénicas de
massa molecular aparente entre 10-15 kDa, duas fracdes entre 15-20 kDa, e

uma entre 20-25 kDa. O soro reagente para sorovar Copenhageni (fita 3),



90

Grippotyphosa (fita 4), Australis (fita 7), Tarassovi (fita 9), Javanica (fica 14),
Panama (fita 15), Hebdomadis (fita 16), Djasiman (fita 17), Castellonis (fita 18),
Patoc (fita 19), reconheceu fracdo aparente entre 10-15 kDa. O soro reagente
para sorovar Pyrogenes (fita 8) reconheceu duas fragbes antigénicas de massa
molecular aparente entre 10-15 kDa e uma entre 15-20 kDa. Os soros
reagentes para os sorovares Sejroe (fita 10), Autumnalis (fita 11), Hardjo (fita
12), Wolffi (fita 13), reconheceram uma fragédo entre 10-15 kDa, uma entre 15-
20 kDa e duas fracbes aparentes entre 20-25 kDa. O soro reagente para
sorovar Cynopteri (fita 20) reconheceu uma fragdo antigénica ente 10-15 kDa e
duas fracbes entre 15-20 kDa. Soro proveniente de Obito, reagente para
sorovar Panama (fita 21), soro proveniente de Obito, reagente para sorovar
Castellonis (fita 22) e soro reagente para dengue, utilizado como controle
negativo (fita 23), apresentaram auséncia de reatividade quando avaliados

frente ao antigeno extraido do sorovar Hardjo.

6.1.13 Imunoreatividade das amostras de soro frente ao antigeno do

sorovar Wolffi

A figura 25 apresenta a avaliacdo da imunoreatividade, por “immunoblotting”,
das amostras de soro de pacientes com leptospirose frente ao antigeno

extraido de sorovar Wolffi.
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Figura 25. Reatividade dos anticorpos IgM anti-leptospiras por “immunoblotting” em fitas de
nitrocelulose com antigeno obtido do sorovar Wolffi e soros reagentes pelo MAT na diluicdo
1:100. Fita 1 — Padrdo de Peso Molecular, Fita 2 — soro reagente para sorovar
Icterohaemorrhagiae, Fita 3 — soro reagente para sorovar Copenhageni, Fita 4 — soro reagente
para sorovar Grippotyphosa, Fita 5 — soro reagente para sorovar Canicola, Fita 6 — soro
reagente para sorovar Bataviae, Fita 7 — soro reagente para sorovar Australis, Fita 8 — soro
reagente para sorovar Pyrogenes, Fita 9 — soro reagente para sorovar Tarassovi, Fita 10 — soro
reagente para sorovar Sejroe, Fita 11 — soro reagente para sorovar Autumnalis, Fita 12 — soro
reagente para sorovar Hardjo, Fita 13 — soro reagente para sorovar Wolffi, Fita 14 — soro
reagente para sorovar Javanica, Fita 15 — soro reagente para sorovar Panama, Fita 16 — soro
reagente para sorovar Hebdomadis, Fita 17 — soro reagente para sorovar Djasiman, Fita 18 —
soro reagente para sorovar Castellonis, Fita 19 — soro reagente para sorovar Patoc, Fita 20 —
soro reagente para sorovar Cynopteri, Fita 21 — soro de caso de 6bito reagente para sorovar
Panama, Fita 22 — soro de caso de 6bito reagente para sorovar Castellonis, Fita 23 — soro do
controle negativo

As amostras de soros reagentes para os sorovares Icterohaemorrhagiae (fita
2), Copenhageni (fita 3), Grippotyphosa (fita 4), Canicola (fita 5), Pyrogenes
(fita 8), Sejroe (fita 10), Autumnalis (fita 11), reconheceram uma fragéo
antigénica de massa molecular aparente entre 15-20 kDa. O soro reagente
para sorovar Bataviae (fita 6) e Javanica (fita 14), reconheceu fracdo aparente
entre 10-15 kDa. Os soros reagentes para sorovares Hardjo (fita 12), Wolffi (fita
13), Castellonis (fita 18), Patoc (fita 19), Cynopteri (fita 20), reconheceram uma
fracdo aparente entre 10-15 kDa e uma entre 15-20 kDa. Os soros reagentes
para sorovares Australis (fita 7), Tarassovi (fita 9), Panama (fita 15),
Hebdomadis (fita 16), Djasiman (fita 17), soro proveniente de obito, reagente
para sorovar Panama (fita 21), soro proveniente de Obito, reagente para

sorovar Castellonis (fita 22) e soro reagente para dengue, utilizado como
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controle negativo (fita 23), apresentaram auséncia de reatividade quando

avaliados frente ao antigeno extraido do sorovar Wolffi.

6.1.14 Imunoreatividade das amostras de soro frente ao antigeno do

sorovar Javanica

A figura 26 apresenta a avaliacdo da imunoreatividade, por “immunoblotting”,
das amostras de soro de pacientes com leptospirose frente ao antigeno

extraido de sorovar Javanica.
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Figura 26. Reatividade dos anticorpos IgM anti-leptospiras por “immunoblotting” em fitas de
nitrocelulose com antigeno obtido do sorovar Javanica e soros reagentes pelo MAT na diluicdo
1:100. Fita 1 — Padrdo de Peso Molecular, Fita 2 — soro reagente para sorovar
Icterohaemorrhagiae, Fita 3 — soro reagente para sorovar Copenhageni, Fita 4 — soro reagente
para sorovar Grippotyphosa, Fita 5 — soro reagente para sorovar Canicola, Fita 6 — soro
reagente para sorovar Bataviae, Fita 7 —soro reagente para sorovar Australis, Fita 8 — soro
reagente para sorovar Pyrogenes, Fita 9 — soro reagente para sorovar Tarassovi, Fita 10 — soro
reagente para sorovar Sejroe, Fita 11 — soro reagente para sorovar Autumnalis, Fita 12 — soro
reagente para sorovar Hardjo, Fita 13 — soro reagente para sorovar Wolffi, Fita 14 — soro
reagente para sorovar Javanica, Fita 15 — soro reagente para sorovar Panama, Fita 16 — soro
reagente para sorovar Hebdomadis, Fita 17 — soro reagente para sorovar Djasiman, Fita 18 —
soro reagente para sorovar Castellonis, Fita 19 —soro reagente para sorovar Patoc, Fita 20 —
soro reagente para sorovar Cynopteri, Fita 21 — soro de caso de ébito reagente para sorovar
Panama, Fita 22 — soro de caso de Obito reagente para sorovar Castellonis, Fita 23 —soro do
controle negativo

Os soros reagentes para 0s sorovares Icterohaemorrhagiae (fita 2),
Copenhageni (fita 3), Bataviae (fita 6), Sejroe (fita 10), Autumnalis (fita 11),
Hardjo (fita 12), Wolffi (fita 13), Javanica (fita 14), Panama (fita 15), Djasiman

(fita 17), Castellonis (fita 18), Patoc (fita 19), Cynopteri (fita 20) reconheceram
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fragcbes antigénicas de massa molecular aparentes entre 10-15 kDa. O soro
reagente para sorovar Pyrogenes (fita 8) reconheceu uma fracdo entre 10-15
kDa e uma entre 15-20 kDa. O soro reagente para sorovar Canicola (fita 5),
reconheceu uma fracdo entre 10-15 kDa e outra entre 20-25 kDa. O soro
reagente para sorovar Australis (fita 7) reconheceu duas fragcdes antigénicas
entre 10-15 kDa. Os soros reagentes para sorovares Tarassovi (fita 9) e
Hebdomadis (fita 16) reconheceram trés fracbes antigénicas de massa
molecular aparente entre 10-15 kDa. Os soros reagentes para sorovares
Grippotyphosa (fita 4), soro proveniente de Obito, reagente para sorovar
Panama (fita 21), soro proveniente de Obito, reagente para sorovar Castellonis
(fita 22) e soro reagente para dengue, utilizado como controle negativo (fita 23),
apresentaram auséncia de reatividade quando avaliados frente ao antigeno

extraido do sorovar Javanica.

6.1.15 Imunoreatividade das amostras de soro frente ao antigeno do

sorovar Panama
A figura 27 apresenta a avaliacdo da imunoreatividade, por “immunoblotting”,

das amostras de soro de pacientes com leptospirose frente ao antigeno

extraido de sorovar Panama.
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Figura 27. Reatividade dos anticorpos IgM anti-leptospiras por “immunoblotting” em fitas de
nitrocelulose com antigeno obtido do sorovar Panama e soros reagentes pelo MAT na diluigdo
1:100. Fita 1 — Padrdo de Peso Molecular, Fita 2 — soro reagente para sorovar
Icterohaemorrhagiae, Fita 3 — soro reagente para sorovar Copenhageni, Fita 4 —soro reagente
para sorovar Grippotyphosa, Fita 5 — soro reagente para sorovar Canicola, Fita 6 — soro
reagente para sorovar Bataviae, Fita 7 — soro reagente para sorovar Australis, Fita 8 — soro
reagente para sorovar Pyrogenes, Fita 9 — soro reagente para sorovar Tarassovi, Fita 10 — soro
reagente para sorovar Sejroe, Fita 11 — soro reagente para sorovar Autumnalis, Fita 12 — soro
reagente para sorovar Hardjo, Fita 13 — soro reagente para sorovar Wolffi, Fita 14 — soro
reagente para sorovar Javanica, Fita 15 — soro reagente para sorovar Panama, Fita 16 — soro
reagente para sorovar Hebdomadis, Fita 17 — soro reagente para sorovar Djasiman, Fita 18 —
soro reagente para sorovar Castellonis, Fita 19 — soro reagente para sorovar Patoc, Fita 20 —
soro reagente para sorovar Cynopteri, Fita 21 — soro de caso de 0bito reagente para sorovar
Panama, Fita 22 — soro de caso de Obito reagente para sorovar Castellonis, Fita 23 —soro do
controle negativo

Os soros reagentes para os sorovares Icterohaemorrhagiae (fita 2), Bataviae
(fita 6), Pyrogenes (fita 8), Tarassovi (fita 9), Sejroe (fita 10), Autumnalis (fita
11), Hardjo (fita 12), Wolffi (fita 13), Javanica (fita 14), Panama (fita 15),
Hebdomadis (fita 16), reconheceram duas fragbes antigénicas de massa
molecular aparente entre 10-15 kDa. Os soros reagentes para 0S sorovares
Copenhageni (fita 3), Djasiman (fita 17), Castellonis (fita 18), Patoc (fita 19) e
Cynopteri (fita 20), reconheceram fracdo aparente entre 15-20 kDa. O soro
reagente para sorovar Canicola (fita 5), reconheceu uma fragdo entre 10-15
kDa e outra entre 15-20 kDa. O soro reagente para sorovar Grippotyphosa (fita
4), Australis (fita 7), soro proveniente de 0Obito, reagente para sorovar Panama
(fita 21), soro proveniente de Obito, reagente para sorovar Castellonis (fita 22) e

soro reagente para dengue, utilizado como controle negativo (fita 23),
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apresentaram auséncia de reatividade quando avaliados frente ao antigeno

extraido do sorovar Panama.

6.1.16 Imunoreatividade das amostras de soro frente ao antigeno do

sorovar Hebdomadis

A figura 28 apresenta a avaliacdo da imunoreatividade, por “immunoblotting”,
das amostras de soro de pacientes com leptospirose frente ao antigeno

extraido de sorovar Hebdomadis.

Figura 28. Reatividade dos anticorpos IgM anti-leptospiras por “immunoblotting” em fitas de
nitrocelulose com antigeno obtido do sorovar Hebdomadis e soros reagentes pelo MAT na
diluicBo 1:100. Fita 1 — Padrdo de Peso Molecular, Fita 2 — soro reagente para sorovar
Icterohaemorrhagiae, Fita 3 — soro reagente para sorovar Copenhageni, Fita 4 — soro reagente
para sorovar Grippotyphosa, Fita 5 — soro reagente para sorovar Canicola, Fita 6 — soro
reagente para sorovar Bataviae, Fita 7 — soro reagente para sorovar Australis, Fita 8 — soro
reagente para sorovar Pyrogenes, Fita 9 — soro reagente para sorovar Tarassovi, Fita 10 — soro
reagente para sorovar Sejroe, Fita 11 — soro reagente para sorovar Autumnalis, Fita 12 — soro
reagente para sorovar Hardjo, Fita 13 — soro reagente para sorovar Wolffi, Fita 14 — soro
reagente para sorovar Javanica, Fita 15 — soro reagente para sorovar Panama, Fita 16 — soro
reagente para sorovar Hebdomadis, Fita 17 — soro reagente para sorovar Djasiman, Fita 18 —
soro reagente para sorovar Castellonis, Fita 19 — soro reagente para sorovar Patoc, Fita 20 —

soro reagente para sorovar Cynopteri, Fita 21 — soro de caso de ébito reagente para sorovar
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Panama, Fita 22 — soro de caso de Obito reagente para sorovar Castellonis, Fita 23 —soro do
controle negativo

Os soros reagentes para os sorovares Icterohaemorrhagiae (fita 2), Bataviae
(fita 6), Pyrogenes (fita 8), Tarassovi (fita 9), Sejroe (fita 10), Autumnalis (fita
11), Hardjo (fita 12), Wolffi (fita 13), Panama (fita 15), reconheceram duas
fragcbes antigénicas de massa molecular aparente entre 10-15 kDa. O soro
reagente para sorovar Copenhageni (fita 3), reconheceu uma fracdo antigénica
entre 10-15 kDa e 15-20 kDa. O soro reagente para sorovar Canicola (fita 5),
reconheceu duas fracbes de massa molecular aparente entre 10-15 kDa, uma
entre 15-20 kDa e a ultima entre 20-25 kDa. O soro reagente para sorovar
Javanica (fita 14), reconheceu duas fragdes entre 10-15 kDa e uma entre 15-20
kDa. Soro reagente para sorovar Grippotyphosa (fita 4), Australis (fita 7),
Hebdomadis (fita 16), Djasiman (fita 17), Castellonis (fita 18), Patoc (fita 19),
Cynopteri (fita 20), soro proveniente de 6bito, reagente para sorovar Panama
(fita 21), soro proveniente de 6Obito, reagente para sorovar Castellonis (fita 22) e
soro reagente para dengue, utilizado como controle negativo (fita 23),
apresentaram auséncia de reatividade quando avaliados frente ao antigeno

extraido do sorovar Hebdomadis.

6.1.17 Imunoreatividade das amostras de soro frente ao antigeno do

sorovar Djasiman

A figura 29 apresenta a avaliacdo da imunoreatividade, por “immunoblotting”,
das amostras de soro de pacientes com leptospirose frente ao antigeno

extraido de sorovar Djasiman.
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Figura 29. Reatividade dos anticorpos IgM anti-leptospiras por “immunoblotting” em fitas de
nitrocelulose com antigeno obtido do sorovar Djasiman e soros reagentes pelo MAT na diluigdo
1:100. Fita 1 — Padrdo de Peso Molecular, Fita 2 — soro reagente para sorovar
Icterohaemorrhagiae, Fita 3 — soro reagente para sorovar Copenhageni, Fita 4 — soro reagente
para sorovar Grippotyphosa, Fita 5 — soro reagente para sorovar Canicola, Fita 6 — soro
reagente para sorovar Bataviae, Fita 7 —soro reagente para sorovar Australis, Fita 8 — soro
reagente para sorovar Pyrogenes, Fita 9 — soro reagente para sorovar Tarassovi, Fita 10 — soro
reagente para sorovar Sejroe, Fita 11 — soro reagente para sorovar Autumnalis, Fita 12 — soro
reagente para sorovar Hardjo, Fita 13 — soro reagente para sorovar Wolffi, Fita 14 — soro
reagente para sorovar Javanica, Fita 15 — soro reagente para sorovar Panama, Fita 16 — soro
reagente para sorovar Hebdomadis, Fita 17 — soro reagente para sorovar Djasiman, Fita 18 —
soro reagente para sorovar Castellonis, Fita 19 — soro reagente para sorovar Patoc, Fita 20 —
soro reagente para sorovar Cynopteri, Fita 21 — soro de caso de 0bito reagente para sorovar
Panama, Fita 22 — soro de caso de 6bito reagente para sorovar Castellonis, Fita 23 — soro do
controle negativo

Os soros reagentes para 0s sorovares Icterohaemorrhagiae (fita 2),
Copenhageni (fita 3), Bataviae (fita 6), Panama (fita 15), Hebdomadis (fita 16),
reconheceram duas fracdes antigénicas de massa molecular aparente entre
10-15 kDa. O soro reagente para sorovar Canicola (fita 5), reconheceu duas
fracOes entre 10-15 kDa e uma entre 15-20 kDa. Os soros reagentes para 0S
sorovares Australis (fita 7), Pyrogenes (fita 8), Tarassovi (fita 9), Sejroe (fita
10), Autumnalis (fita 11), Hardjo (fita 12), Wolffi (fita 13), Javanica (fita 14),
Djasiman (fita 17), Castellonis (fita 18), Patoc (fita 19) e Cynopteri (fita 20),
reconheceram uma fracdo antigénica de massa molecular aparente entre 10-15
kDa. Soro reagente para sorovar Grippotyphosa (fita 4), soro proveniente de
Obito, reagente para sorovar Panama (fita 21), soro proveniente de Obito,

reagente para sorovar Castellonis (fita 22) e soro reagente para dengue,
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utiizado como controle negativo (fita 23), apresentaram auséncia de

reatividade quando avaliados frente ao antigeno extraido do sorovar Djasiman.

6.1.18 Imunoreatividade das amostras de soro frente ao antigeno do

sorovar Castellonis

A figura 30 apresenta a avaliacdo da imunoreatividade, por “immunoblotting”,
das amostras de soro de pacientes com leptospirose frente ao antigeno

extraido de sorovar Castellonis.
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Figura 30. Reatividade dos anticorpos IgM anti-leptospiras por “immunoblotting” em fitas de
nitrocelulose com antigeno obtido do sorovar Castellonis e soros reagentes pelo MAT na
diluicBo 1:100. Fita 1 — Padrdo de Peso Molecular, Fita 2 — soro reagente para sorovar
Icterohaemorrhagiae, Fita 3 — soro reagente para sorovar Copenhageni, Fita 4 — soro reagente
para sorovar Grippotyphosa, Fita 5 — soro reagente para sorovar Canicola, Fita 6 — soro
reagente para sorovar Bataviae, Fita 7 —soro reagente para sorovar Australis, Fita 8 — soro
reagente para sorovar Pyrogenes, Fita 9 — soro reagente para sorovar Tarassovi, Fita 10 — soro
reagente para sorovar Sejroe, Fita 11 — soro reagente para sorovar Autumnalis, Fita 12 — soro
reagente para sorovar Hardjo, Fita 13 — soro reagente para sorovar Wolffi, Fita 14 — soro
reagente para sorovar Javanica, Fita 15 — soro reagente para sorovar Panama, Fita 16 — soro
reagente para sorovar Hebdomadis, Fita 17 — soro reagente para sorovar Djasiman, Fita 18 —
soro reagente para sorovar Castellonis, Fita 19 — soro reagente para sorovar Patoc, Fita 20 —
soro reagente para sorovar Cynopteri, Fita 21 — soro de caso de 6bito reagente para sorovar
Panama, Fita 22 — soro de caso de 6bito reagente para sorovar Castellonis, Fita 23 — soro do
controle negativo

Os soros reagentes para os sorovares Bataviae (fita 6), Sejroe (fita 10), Hardjo
(fita 12), Wolffi (fita 13) e Panama (fita 15), reconheceram uma fracdo

antigénica de massa molecular entre 15-20 kDa. O soro reagente para sorovar
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Australis (fita 7) e Tarassovi (fita 9), reconheceram 3 fracdes proteicas de peso
molecular entre 15-20 kDa. O soro reagente para sorovar Icterohaemorrhagiae
(fita 2), reconheceu uma fragéo proteica de peso molecular ente 15-20 kDa,
uma fragdo entre 20-25 kDa e uma fracao entre 25-37 kDa. O soro reagente
para sorovar Copenhageni (fita 3), reconheceu uma fragéo de peso entre 15-20
kDa e uma entre 20-25 kDa. O soro reagente para sorovar Grippotyphosa (fita
4), reconheceu uma fracdo entre 15-20 kDa e uma fracao entre 25-37 kDa. O
soro reagente para sorovar Canicola (fita 5), reconheceu uma fracdo de peso
molecular entre 15-20 kDa, uma fracdo entre 20-25 kDa e uma fracdo de 37
kDa. O soro reagente para sorovar Autumnalis (fita 11), reconheceu fracao
proteica de peso entre 15-20 kDa e uma fragdo de 37 kDa. O soro reagente
para sorovar Hebdomadis (fita 16), reconheceu uma fragdo proteica de peso
molecular entre 10-15 kDa, uma fracdo de 15 kDa e uma fragdo entre 15-
20kDa. Os soros reagentes para os sorovares Pyrogenes (fita 8), Castellonis
(fita 18) e Cynopteri (fita 20), reconheceram fracdo antigénica entre 10-15 kDa.
O soro reagente para sorovar Patoc (fita 19), reconheceu uma fracao
antigénica de massa molecular aparente entre 10-15 kDa e uma entre 15-20
kDa. Os soros reagentes para o0s sorovares Djasiman (fita 17), soro
proveniente de 6bito, reagente para sorovar Panama (fita 21), soro proveniente
de Obito, reagente para sorovar Castellonis (fita 22) e soro reagente para
dengue, utilizado como controle negativo (fita 23), soro proveniente de 6bito,
reagente para sorovar Panama (fita 21), soro proveniente de Obito, reagente
para sorovar Castellonis (fita 22) e soro reagente para dengue, utilizado como
controle negativo (fita 23), apresentaram auséncia de reatividade quando

avaliados frente ao antigeno extraido do sorovar Castellonis.
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6.1.19 Imunoreatividade das amostras de soro frente ao antigeno do

sorovar Patoc

A figura 31 apresenta a avaliacdo da imunoreatividade, por “immunoblotting”,
das amostras de soro de pacientes com leptospirose frente ao antigeno

extraido de sorovar Patoc.
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Figura 31. Reatividade dos anticorpos IgM anti-leptospiras por “immunoblotting” em fitas de
nitrocelulose com antigeno obtido do sorovar Patoc e soros reagentes pelo MAT na diluicdo
1:100. Fita 1 — Padrdo de Peso Molecular, Fita 2 — soro reagente para sorovar
Icterohaemorrhagiae, Fita 3 — soro reagente para sorovar Copenhageni, Fita 4 — soro reagente
para sorovar Grippotyphosa, Fita 5 — soro reagente para sorovar Canicola, Fita 6 — soro
reagente para sorovar Bataviae, Fita 7 — soro reagente para sorovar Australis, Fita 8 — soro
reagente para sorovar Pyrogenes, Fita 9 — soro reagente para sorovar Tarassovi, Fita 10 — soro
reagente para sorovar Sejroe, Fita 11 — soro reagente para sorovar Autumnalis, Fita 12 — soro
reagente para sorovar Hardjo, Fita 13 — soro reagente para sorovar Wolffi, Fita 14 — soro
reagente para sorovar Javanica, Fita 15 — soro reagente para sorovar Panama, Fita 16 — soro
reagente para sorovar Hebdomadis, Fita 17 — soro reagente para sorovar Djasiman, Fita 18 —
soro reagente para sorovar Castellonis, Fita 19 — soro reagente para sorovar Patoc, Fita 20 —
soro reagente para sorovar Cynopteri, Fita 21 — soro de caso de 6bito reagente para sorovar
Panama, Fita 22 — soro de caso de Obito reagente para sorovar Castellonis, Fita 23 — soro do
controle negativo

Os soros reagentes para os sorovares Icterohaemorrhagiae (fita 2), Canicola
(fita 5), Hardjo (fita 12) e Javanica (fita 14), reconheceram duas fragdes
antigénicas de massa molecular entre 10-15 kDa e uma fracdo entre 15-20
kDa. O soro reagente para sorovar reconheceram uma fracdo de massa
molecular entre 10-15 kDa e uma fracao entre 15-20 kDa. O soro reagente para
sorovar Autumnalis (fita 11), reconheceu uma fracdo de peso entre 10-15 kDa,

uma fracdo entre 15-20 kDa e uma fracdo de peso molecular ente 25-37 kDa.
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Os soros reagentes para os sorovares Djasiman (fita 17), Castellonis (fita 18) e
Patoc (fita 19), reconheceram duas fracdes entre 10-15 kDa. O soro reagente
para sorovar Hebdomadis (fita 16), reconheceu uma fragdo proteica de peso
entre 10-15 kDa. O soro reagente para sorovar Cynopteri (fita 20), reconheceu
fragcdo proteica de peso de 10 kDa e duas fracbes entre 10-15 kDa. Soro
reagente para sorovar Grippotyphosa (fita 4), Pyrogenes (fita 8), Tarassovi (fita
9), Panama (fita 15), soro proveniente de 6bito, reagente para sorovar Panama
(fita 21), soro proveniente de Obito, reagente para sorovar Castellonis (fita 22) e
soro reagente para dengue, utilizado como controle negativo (fita 23),
apresentaram auséncia de reatividade quando avaliados frente ao antigeno

extraido do sorovar Patoc.

6.1.20 Imunoreatividade das amostras de soro frente ao antigeno do
sorovar Cynopteri

A figura 32 apresenta a avaliacdo da imunoreatividade, por “immunoblotting”,
das amostras de soro de pacientes com leptospirose frente ao antigeno

extraido de sorovar Cynopteri.
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Figura 32. Reatividade dos anticorpos IgM anti-leptospiras por “immunoblotting” em fitas de
nitrocelulose com antigeno obtido do sorovar Cynopteri e soros reagentes pelo MAT na diluicao
1:100. Fita 1 — Padrdo de Peso Molecular, Fita 2 — soro reagente para sorovar
Icterohaemorrhagiae, Fita 3 — soro reagente para sorovar Copenhageni, Fita 4 — soro reagente
para sorovar Grippotyphosa, Fita 5 — soro reagente para sorovar Canicola, Fita 6 — soro
reagente para sorovar Bataviae, Fita 7 — soro reagente para sorovar Australis, Fita 8 — soro
reagente para sorovar Pyrogenes, Fita 9 — soro reagente para sorovar Tarassovi, Fita 10 — soro
reagente para sorovar Sejroe, Fita 11 — soro reagente para sorovar Autumnalis, Fita 12 — soro
reagente para sorovar Hardjo, Fita 13 — soro reagente para sorovar Wolffi, Fita 14 — soro
reagente para sorovar Javanica, Fita 15 — soro reagente para sorovar Panama, Fita 16 —soro
reagente para sorovar Hebdomadis, Fita 17 — soro reagente para sorovar Djasiman, Fita 18 —
soro reagente para sorovar Castellonis, Fita 19 —soro reagente para sorovar Patoc, Fita 20 —
soro reagente para sorovar Cynopteri, Fita 21 — soro de caso de 0bito reagente para sorovar
Panama, Fita 22 — soro de caso de 6bito reagente para sorovar Castellonis, Fita 23 — soro do
controle negativo

Os soros reagentes para os sorovares Icterohaemorrhagiae (fita 2), Canicola
(fita 5), Tarassovi (fita 9), Autumnalis (fita 11), Castellonis (fita 18),
reconheceram uma fracdo antigénica de massa molecular aparente entre 15-20
kDa. Os soros reagentes para os sorovares Pyrogenes (fita 8), Hardjo (fita 12),
Javanica (fita 14), Hebdomadis (fita 16), reconheceram fragédo entre 10-15 kDa.
O soro reagente para sorovar Panama (fita 15) reconheceu uma fracdo de
massa molecular entre 15 kDa. O soro reagente para sorovar Djasiman (fita 17)
reconheceu uma fracdo entre 15-20 kDa e uma entre 50-75 kDa. O soro
reagente para o sorovar Patoc (fita 19) reconheceu duas fragcdes antigénicas de
massa molecular aparente entre 15-20 e uma de 25 kDa. O soro reagente para
sorovar Cynopteri (fita 20) reconheceu cinco fragbes antigénicas sendo as

primeiras duas fragbes entre 15-20 kDa, a segunda entre 25 kDa, a terceira
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entre 37 kDa e a ultima entre 50 kDa. Soro reagente para sorovar Copenhageni
(fita 3), Sejroe (fita 10), Wolffi (fita 13), Bataviae (fita 6), Australis (fita 7),
Grippotyphosa (fita 4), soro proveniente de Obito, reagente para sorovar
Panama (fita 21), soro proveniente de 6bito, reagente para sorovar Castellonis
(fita 22) e soro reagente para dengue, utilizado como controle negativo (fita 23),
apresentaram auséncia de reatividade quando avaliados frente ao antigeno

extraido do sorovar Cynopteri.

6.2. Imunoreatividade dos casos de 6bito com IgG

O “immunoblotting” foi realizado conforme item 3.6, alterando apenas os
anticorpos anti-lgM humanos conjugados com peroxidase para anticorpos anti-
IgG humanos conjugados com peroxidase, para verificar a imunoreatividade

das amostras de soros de casos de 6bito dos sorovares Panama e Castellonis.

6.2.1 Amostras de soro provenientes de casos de Obito frente ao antigeno

de sorovar Panama e anticorpo anti-lgG

A figura 33 apresenta a avaliacdo da imunoreatividade, por “immunoblotting”,
das duas amostras de soro de casos de Obitos provenientes do sorovar

Panama, frente ao antigeno extraido de sorovar Panama.
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Figura 33. Reatividade dos anticorpos IgG anti-leptospiras por “immunoblotting” em fitas de
nitrocelulose com antigeno obtido do sorovar Panama e soros de casos de Obito reagentes
pelo MAT, na diluicao 1:100. Fita 1 — Padrdo de Peso Molecular, Fita 2 — soro de caso de 0Obito
1 reagente para sorovar Panama, Fita 3 — soro de caso de 6bito 2 reagente para sorovar
Panama

Os soros provenientes de casos de Obito para sorovar Panama apresentaram
reconhecimento de fracdo antigénica de massa celular aparente entre 10-15

kDa.

6.2.2 Amostras de soro provenientes de casos de Obitos frente ao
antigeno do sorovar Castellonis e anticorpo anti-lgG

A figura 34 apresenta a avaliacdo da imunoreatividade, por “immunoblotting”,
das duas amostras de soro de casos de Obitos provenientes do sorovar

Castellonis, frente ao antigeno extraido de sorovar Castellonis.
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Figura 34. Reatividade dos anticorpos IgG anti-leptospiras por “immunoblotting” em fitas de
nitrocelulose com antigeno obtido do sorovar Castellonis e com soros de casos de 6bito
reagentes pelo MAT, na dilui¢do 1:100. Fita 1 — Padrao de Peso Molecular, Fita 2 — caso 1 soro
reagente para sorovar Castellonis, Fita 3 — caso 2 soro reagente para sorovar Castellonis.

Os soros provenientes de casos de Obito para sorovar Castellonis
apresentaram auséncia de reatividade quando avaliados frente ao antigeno

extraido do sorovar Castellonis.
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7. DISCUSSAO

A leptospirose é uma zoonose de distribuicdo mundiall, encontrada
principalmente em paises subtropicais e tropicais®'?, com altas taxas anuais de
casos registrados®’. Como séo excretadas através da urina de animais, como
roedores e cédes!?!3, a transmissdo animal-humano em épocas de enchentes
se torna mais comum?'234, A doenca vem sendo estudada desde 19074, e até

os dias atuais, continua apresentando dificuldades no diagnostico.

Devido ao seu complexo LPS!81° as leptospiras conseguem sobreviver em
ambientes favoraveis para sua sobrevivéncia, como no caso de solo e
agual®13 35 Essa complexidade do LPS refere-se as lipoproteinas encontradas
na membrana externa das leptospirast?, considerado um fator de viruléncia.
Essas proteinas sdo capazes de causar falha no reconhecimento do sistema
imune humano!®, por ativar o TLR2 ao invés do TLR4%324 ao contrario da

maioria das bactérias Gram-negativas, que ativam o TLR4.

A proteina mais abundante na membrana externa das leptospiras é a
lipoproteina LipL 322728 que possui peso molecular entre 32 kDa®®. Outras
proteinas ja descritas sdo Dnak!®, OmpL128, LipL 63%°. Por causa dessa
diversidade de lipoproteinas, ha dificuldade de encontrar melhorias para o
diagnéstico laboratorial da leptospirose e na producdo de uma vacina humana
eficaz®l. Com mais de 300 sorovares descritos atualmente, se faz necessario o
estudo de proteinas de leptospiras frente a resposta imune humoral humana,
para que futuramente, as melhorias nas metodologias para o diagnéstico da
leptospirose e a vacinacao da populagcdao mundial contra essa doenca sejam

possiveis.
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Esse estudo foi realizado de forma precursora, com o intuito de visualizar as
fracOes antigénicas de 20 sorovares de Leptospira ssp., utilizando a técnica de
SDS-PAGE e também, identificar o perfil da reatividade entre amostras de
soros de pacientes com leptospirose e o0s antigenos dos sorovares de
leptospiras, através da técnica de “immunoblotting”, visto que n&o ha na
literatura trabalhos que utilizaram essa vasta quantidade de amostras de soros

e antigenos.

Durante a etapa de padronizacdo, para avaliar se haveria uma possivel
diferenga entre as concentragbes na técnica de “immunoblotting”, o antigeno
utilizado foi apenas do sorovar Copenhageni e o mesmo foi solubilizado com
tampdo de amostra 5x redutor e 1x redutor. Observou-se que 0s soros de
primeira amostra ndo reagente e segunda amostra reagente para leptospirose
apresentaram resultados diferentes na reatividade com o0s antigenos
solubilizados com tampdes de amostra em diferentes concentragées. No
‘immunoblotting” realizado com o antigeno solubilizado com tampdo de
amostra 5x redutor, pudemos observar que dois casos de primeira amostra de
soro ndo reagente para leptospirose com segunda amostra reagente para
sorovar Copenhageni no MAT, apresentaram reatividade em primeira e
segunda amostra. Portanto, podemos considerar que apesar de apresentar
resultado ndo reagente pelo MAT, a técnica de “immunoblotting” apresentou
ser mais sensivel na deteccdo dos anticorpos reagentes as proteinas dos
antigenos. No “immunoblotting” realizado com antigeno de sorovar
Copenhageni solubilizado com tampdo de amostra 1x redutor, os casos de
primeira amostra ndo reagente para leptospirose, pelo MAT, apresentaram

reatividade, assim como as amostras reagentes, indicando que a possivel
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combinacéo entre extracdo de antigeno, amostra de soro e a técnica utilizada

foram capazes de detectar reatividade.

O caso 3, apresentado no item 3.1, apresentou resultado ndo reagente pelo
MAT na primeira amostra e resultado reagente na segunda amostra para o
sorovar Copenhageni, porém, ao utilizar essas mesmas amostras de soro no
‘immunoblotting”, houve auséncia de reatividade. Uma hipdtese, descrita por
Lafetd??, seja de que a quantidade de proteina ndo foi suficiente para que

pudesse ocorrer uma reacao.

ApOs a etapa de padronizacdo, a reatividade encontrada na técnica de
“immunoblotting”, dentre todos os sorovares e as 19 amostras de soros, variou
entre fracbes de massas moleculares com pesos variando de 10 kDa a 75 kDa,
sendo a média de massa molecular mais prevalente entre 15-20 kDa, Na
literatura, sdo descritas reatividades entre 14 kDa a 97 kDa®*°6:57:59.60  com
fracGes antigénicas em média com massa molecular pesando entre 30-40 kDa,
gue se assemelham com a lipoproteina mais prevalente entre as leptospiras, a

LipL 32.

Conforme Lafetd?®, uma possivel explicacdo para essas diferencas entre
fracbes antigénicas pode ser a patogenicidade das leptospiras, tempo de
exposicao entre hospedeiro e bactéria, sistema imune do hospedeiro, que
podem contribuir para uma reposta imune diferente, e, portanto, uma variagao

de massas moleculares.

A fracdo de massa molecular entre 15-20 kDa, demonstrada nesse trabalho
pela técnica de “immunoblotting” em todos os antigenos, exceto no antigeno de

sorovar Tarassovi, pode estar relacionada com as lipoproteinas descritas e
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estudadas por Lafetd com sorovar Hardjoprajitno®® e descrita por Barbosa et
al.®® com sorovar Copenhageni, sendo elas LipL21 e LcpA. A fracédo entre 25-
37 kDa apresenta similaridade com as massas moleculares das lipoproteinas,
LipL 31, descrita por Haake e Ziickert'® e Lipl32, LipL 36 e OmpL1 descritas
por Cullen et al. 28, Vale ressaltar que a OmpL1 também pode ser expressa em
células de E. coli'®. Fracdes de massas moleculares entre 37-50 kDa podem ter
relagdo com LipL 4128 e LipL 48%%2°, As fragGes de massas moleculares acima
de 50 kDa, demonstradas nesse atual estudo pelas técnicas ja apresentadas,
possuem similaridade de massa molecular com a lipoproteina de 62 kDa
(GroEl)*4, a lipoproteina de 75 kDa (LMB216)°, a lipoproteina de 63 kDa (LipL

63)?° e a de massa molecular de 76 kDa (DnaK)>%®.

Durante o processo de extracao de antigeno pode ocorrer uma degradacéo de
proteinas, conforme observado por Lafetd?®. A diferenca entre resultados
previamente descritos na literatura para alguns antigenos de leptospiras e
também, na reatividade por “immunoblotting”, comparada com os resultados
obtidos por esse presente estudo, pode ter como responsavel a forma de
extracdo do antigeno, ou algum outro processo durante a aplicacdo das
técnicas. A degradacdo da LipL 32 pode resultar em iniUmeras massas
moleculares, podendo chegar a aproximadamente 10 kDa®% e 26,44 kDa, 29
kDa, 30,88 KDa, 31,81 kDa e 32 kDa?%, ou até mesmo, ocorrendo a divisédo
mais fragmentada da proteina original, resultando em isoformas, descritas
como LipL 32.26, LipL 32.24, LipL32.23a,b,c; LipL32.22; LipL32.16;
LipL32.14a,b%8. Até o momento, ndo foram demonstradas outras isoformas
para outras lipoproteinas. Os resultados inéditos obtidos nesse presente

estudo, em relagcdo a questdo de degradacdo de proteinas, sugerem uma
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possibilidade sobre uma nova lipoproteina encontrada ou isoformas de uma
proteina j& caracterizada pois a média geral de fracdo antigénica na reatividade
pela técnica do “immunoblotting” demonstrou consténcia na massa molecular

entre 15 kDa.

O preparo da técnica de SDS-PAGE nesse trabalho foi realizado conforme
Laemmli®l. Os géis de poliacrilamida descritos na literatura variaram entre
1096516456 12045865 @ 12,5%3330.62, A porcentagem de 12,5%, escolhida para a
confeccdo dos géis nesse presente estudo, consegue detectar desde proteinas
com massa molecular menores até proteinas com massa molecular maiores,

entre 10 KDa a 250 kDa.

No SDS-PAGE, os resultados visualizados mostraram fracdes antigénicas com
massas moleculares variando de 10 kDa a 75 kDa, com maior prevaléncia de
fracGes entre os antigenos entre 10-15 kDa, 37-50 kDa e 75 kDa. As massas
moleculares estdo dentro dos pesos ja descritos por outros autores
20,54,57,58,59,20,60.61.62 ' que variaram de 14 kDa a 70 kDa, sendo a fracdo mais
prevalente entre 32 kDa®®, descrita como lipoproteina LipL 32, a mais

prevalente dentre as proteinas de membrana externa das leptospiras?.

Analisando as fracdes visualizadas na técnica de SDS-PAGE, as massas

moleculares, de uma forma geral, se concentraram em pesos acima de 37 kDa.

Nos antigenos dos sorovares Icterohaemorrhagiae, Copenhageni, Canicola,
Pomona, Bataviae, Australis, Pyrogenes, Autumnalis, Hardjo, Wolffi,
Hebdomadis e Djasiman, foram visualizadas fracdes proteicas de massa
molecular entre 10-15 KDa, 25-37 kDa, 37-50 kDa e 50-75 kDa, similares com

as descritas por Leite et al. (1996) e Brown et al. (1991). Varios autores®*>’
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demonstraram fragOes proteicas para o sorovar Grippotyphosa, com massas
entre 29-32 kDa, 35-43 kDa, 64-68 kDa e 70 kDa similares com as massas
moleculares visualizadas no presente estudo, sendo entre 10 kDa, 25-37 kDa,
37-50 kDa e entre 50-75 kDa. Brown et al. > descreveram fragées moleculares
para o sorovar Sejroe, com massa molecular entre 32-35 KDa, 37-42 kDa e
entre 64-70 kDa, semelhantes as visualizadas no atual estudo, onde foi
possivel visualizar fracdes de massa molecular entre 10-15 kDa, 37-50 kDa e
50-75 kDa. O presente estudo também avaliou os resultados de fracdes
proteicas para o sorovar Castellonis, onde a massa molecular variou entre 10-
15 kDa, 37-50 kDa e 50-75 kDa, assim como a descrita por Chapman et al. €,
com visualizacéo de fracao proteica de massa molecular de 40 kDa. Conforme
citado anteriormente, as variacdes de massa molecular das fracdes proteicas
podem ser resultado de degradacdo do antigeno em alguma etapa das

técnicas utilizadas.

Até o momento, ndo foram descritas fracfes antigénicas, pela técnica de SDS-
PAGE, dos sorovares Bataviae, Australis, Pyrogenes Wolffi, Hebdomadis,
Djasiman, Cynopteri, Tarassovi, Javanica, Panama e Patoc, sendo as fracdes

antigénicas descritas nesse trabalho inéditas.

A variacdo de fracBes antigénicas visualizadas nos antigenos de leptospiras
reforca a ideia de Brown et al. °/, de que cada sorovar possui uma diferenca na
estrutura em relagdo a quantidade de proteinas existentes em suas
membranas externas, na composi¢do do LPS, mesmo pertencendo a mesma

espécie ou sorogrupot?13,
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Outros autores que utilizaram conjugado de peroxidase IgM, diluicdo de soro
em 1:100 e PBS 3%?2%%59.6062 no “immunoblotting” demonstraram reatividade
semelhante as encontradas no presente estudo. Trabalhos que utilizaram

antissoro de coelho3%:53.56 também demonstraram reatividade semelhante.

A leptospirose em seres humanos ocorre pelo fato de que o TRL4 nao
reconhece e ndo impede que a infec¢do por leptospiras ocorra. J& em animais,
como no caso dos roedores, o TLR4 reconhece o LPS das leptospiras, fazendo
com gue ndo ocorra uma infeccdo®. Essa resposta baseada no sistema imune
do hospedeiro, pode ser uma possivel explicacdo para as diferencas entre as
massas moleculares encontradas nesse presente estudo com as massas

descritas por outros autores que utilizaram antissoro animal0.17:29.5257,59,

No “immunoblotting”, as membranas dos antigenos de sorovar
Icterohaemorrhagiae, Copenhageni, Canicola, Pomona, Bataviae, Australis,
Pyrogenes, Autumnalis, Hardjo, Wolffi, Hebdomadis e Djasiman, apresentaram
resultados de fracbes antigénicas com massas moleculares entre 10-15
kDa,15-20 kDa e 20-25 kDa, diferente dos resultados encontrados por outros
autores30:54.56.57.60 que demonstraram reatividade com fracdes maiores que 25
kDa, sendo elas fragcdes de massa molecular entre 37-50 kDa, 50-75 kDa e

ente 75-97 kDa.

Nas membranas com antigenos dos sorovares Grippotyphosa e Cynopteri, a
reatividade apresentou fracbes antigénicas de massa molecular entre 10-15
kDa, 15-20 kDa, 20-25 kDa, 25-37 kDa, 37-50 kDa e 50-75 kDa.
Natarajaseenivasan et al. > e Brown et al. % demonstraram massas

moleculares para o sorovar Grippotyphosa entre 14 kDa, 82 kDa e 97 kDa.
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Mesmo pertencendo a mesma espécie e podendo ocorrer reagdo cruzada entre
eles®, os resultados apresentados no presente trabalho mostram que o
antigeno de sorovar Cynopteri apresentou mais reatividade e fracées de massa
molecular maiores que as encontradas no sorovar Grippotyphosa. VAalido
ressaltar que a amostra de soro reagente para sorovar Cynopteri frente ao
antigeno de sorovar Cynopteri, apresentou reatividade com duas fracdes entre
15-20 kDa, uma fracao entre 25 kDa, entre 37 kDa e uma fragéo entre 50 kDa.
O soro reagente para sorovar Djasiman, na reatividade com o antigeno do
sorovar Cynopteri, apresentou fragdes antigénicas de massa molecular entre

15-20 kDa e uma entre 50-75 kDa.

Os resultados obtidos através do reconhecimento no “immunoblotting”, com os
sorovares Sejroe, Javanica e Castellonis, foram entre 10-15 kDa, 15-20 kDa,
25-37 kDa, 37-50 kDa, 50-75 kDa, semelhantes as fracdes descritas na
literatura®®>’, de bandas de 20 kDa, 30-45 kDa, 43-62, 62-82 kDa e fracéo
descrita por Chapman et al. © com massa molecular de 94 kDa. Diferente dos
resultados desses autores, no presente estudo foi possivel encontrar fracdes
antigénicas menores, com massas moleculares entre 10-15 kDa. O soro
reagente para sorovar Icterohaemorragiae apresentou reatividade ao ser
analisado com o antigeno de sorovar Sejroe, onde foi possivel visualizar uma
variedade de fracdes antigénicas, sendo duas fracdes entre 10-15 kDa, uma
entre 15-20 kDa, 20-25 kDa, 25-37 kbDa e 50-75 kDa.
A membrana com antigeno de sorovar Panama reconheceu fragdes

antigénicas entre 10-15 kDa e 15-20 kDa.
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O sorovar Tarassovi apresentou reatividade semelhante as fracdes
reconhecidas pelo “immunoblotting” de massas moleculares entre 30 kDa a 82
kDa descritas por Croda et al. 6. Valido ressaltar que o autor utilizou um “pool”
de amostras de soros para a realizacdo dessa reatividade de massa molecular
de 82 kDa. No presente estudo, as fracées encontradas foram entre 10-15 kDa
e 250 kDa, com reconhecimento de fracdes de 100 kDa, 150 kDa e 250 kDa

com a amostra de soro reagente para sorovar Patoc.

A membrana com sorovar Patoc, saprofito, apresentou reconhecimento dentre
os soros com fragBes entre 10-15 kDa, 15-20 kDa e 25-37 kDa. Na literatura, é
possivel encontrar fragbes de 14 kDa, 20-29 kDa, 29-37 kDa, 43-68 kDa, 68-97
kDa%*%6.60 e 116 kDa%, sendo essa Ultima fracdo ainda n&do descrita na

literatura.

Até o momento, ndo ha descricdo das fracdes antigénicas dos sorovares Wolffi,
Djasiman, Cynopteri e Panama no “immunoblotting, portanto os resultados com
as reatividades nesse presente trabalho sao inéditos.
Apesar da reatividade entre amostras de soros e 20 antigenos de sorovares
utilizados nesse presente estudo apresentarem resultados de fracdes
antigénicas com massa molecular similares, com uma média entre 10-15 kDa,
ndo foi possivel encontrar uma Unica fracdo que pudesse ser uma
caracteristica individual de cada sorovar. Isso demonstra que o0
‘immunoblotting” ndo € uma técnica que poderia substituir o MAT, visto que 0
teste padrdo ouro consegue entregar resultados individuais, de acordo com a
reacdo da amostra de soro com cada sorovar. Contudo, para uso apenas de

deteccdo de proteinas em que futuramente possam ser caracterizadas, a
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técnica cumpre seu proposito, possibilitando o uso dessas proteinas de
leptospiras em pesquisas de caracterizacdo e possivel uso em producdo de

vacinas humanas e testes diagndsticos.

Nesse trabalho também foi estudado a reatividade de casos de 6bito
provenientes de sorovar Panama e Castellonis, em que apresentaram titulacao
no MAT de 100 e por serem casos de Obito, ndo foi possivel obter uma
segunda amostra. As amostras nao apresentaram reatividade quando utilizado
anticorpo anti-IgM, tanto com o sorovar Panama como com 0O sorovar
Castellonis. Mas, ao utilizar o anticorpo anti-IgG, foi possivel observar uma
reatividade nos soros de casos de 6bito do sorovar Panama, com fracdo
antigénica de massa molecular entre 10-15 kDa, sugerindo que esses casos

possuiam imunoglobulinas de memaria imunolégica.

Os casos de 6bito provenientes de sorovar Castellonis apresentaram auséncia
de reatividade com anticorpos anti-lgM e anti-lgG. O resultado com titulo de
100 no MAT pode ser resultado de uma infeccdo residual®, mas que néo
apresenta proteinas suficientes para serem detectados pelo “immunoblotting”.
N&o houve reatividade do soro proveniente de caso de dengue, utilizado como
controle negativo, frente aos 20 antigenos de sorovares de leptospira,
mostrando que a técnica pode ser utilizada para descartar casos de possiveis

reacoes cruzadas e diagnosticar apenas os casos de leptospirose.
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8. CONCLUSAO

- O tampado de amostra redutor 1x utilizado para extracdo dos antigenos,
apresentou resultados satisfatorios, tanto para visualizacdo das fracbes dos
antigenos no SDS-PAGE, como para observar a reatividade no

‘immunoblotting”;

- Com a técnica de SDS-PAGE foi possivel obter e visualizar as fracdes
proteicas de 20 sorovares, sendo eles: Icterohaemorrhagiae, Copenhageni,
Grippotyphosa, Canicola, Pomona, Bataviae, Australis, Pyrogenes, Tarassovi,
Sejroe, Autumnalis, Hardjo, Wolffi, Javanica, Panama, Hebdomadis, Djasiman,

Castellonis, Patoc e Cynopteri;

- Através da técnica de “imunoblotting” foi possivel verificar o perfil de
reatividade entre os 19 soros reagentes para leptospirose frente aos 20

sorovares estudados;

- A frac@es visualizadas nos géis SDS-PAGE dos antigenos dos 20 sorovares
apresentaram em média fracdes de massas moleculares entre 10 kDa a 75

kDa;

- No “immunoblotting”, as fracbes antigénicas dos 20 sorovares, variaram entre

fracGes de peso molecular de 10 kDa a 250 kDa;

- Caso reagente para dengue (controle negativo) apresentou auséncia de

reatividade frente a todos os antigenos;

- Soros provenientes de Obito reagente para sorovar Panama apresentaram
reatividade no “immunoblotting” com o uso de anticorpo anti-IgG, mas néo

apresentaram reatividade com o uso de anticorpo anti-IgM;
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- Soros provenientes de Obito reagente para sorovar Castellonis, apresentaram

auséncia de reatividade com o uso de anticorpos anti-lgM e anti-IgG;

- O reconhecimento proteico em ambas as técnicas utilizadas, apresentaram
massa molecular entre 20-37 kDa, mostrando semelhanca com a lipoproteina

LipL 32;
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Proteinas de leptospiras reconhecidas durante a resposta imunolégica humoral na
leptospirose humana

Pesquisador: ELIETE CALO ROMERO
Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 22704619.1.0000.0059

Instituicao Proponente: Instituto Adolfo Lutz
Patrocinador Principal: Instituto Adolfo Lutz

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.806.761

Apresentagao do Projeto:
Nada a acrescentar ao parecer consubstanciado do CEPIAL n°® 3.665.921 de 28/10/2019.

Objetivo da Pesquisa:
Nada a acrescentar ao parecer consubstanciado do CEPIAL n° 3.665.921 de 28/10/2019.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Nada a acrescentar ao parecer consubstanciado do CEPIAL n° 3.665.921 de 28/10/2019.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Nada a acrescentar ao parecer consubstanciado do CEPIAL n° 3.665.921 de 28/10/2019.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoéria:
Analise ética com base no parecer consubstanciado do CEPIAL n° 3.665.921 de 28/10/2019 e atendimento

a pendéncia.

A pesquisadora responsavel justificou a dispensa do TCLE alegando que os soros em repositério no Nucleo
de Doencas Entéricas e Infec¢des por Patégenos Especiais do Instituto Adolfo Lutz sdo oriundos da rotina
diagnostica e a eles nao estdo associadas informagdes pessoais dos individuos que Ihes deram origem a
fim de localiza-los e, assim sendo, ndo é possivel o acesso para a obtencao do termo. Informou, ainda, que
o material bioldgico sera usado somente para o projeto de pesquisa especifico e que serdo guardados o
sigilo, a confidencialidade e o anonimato;
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acrescenta-se desse modo o Termo de sigilo e confidencialidade.

Recomendagoes:
Nada a declarar.

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Protocolo de pesquisa aprovado.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

1. Na data de 22/01/2020, em tempo desta analise ética, Dra. Eliete Calé Romero, pesquisadora
responsavel, e Luz Marina Trujillo, coordenadora do CEPIAL, reuniram-se para esclarecimentos sobre a
justificativa de dispensa do TCLE. Nova redacao foi dada ao documento, documento este adicionado ao
protocolo de pesquisa pela coordenadora do comité em 22/01/2020.

2. O protocolo de pesquisa, pela analise do conjunto dos documentos, foi considerado aprovado do ponto de
vista ético a luz da Resolugdo CNS N° 466/2012 com base nas deliberagées do colegiado do CEPIAL em
reunido ordinaria de 16 de janeiro de 2020.

3. Em conformidade com a Resolugado CNS N° 466 de 12/12/2012, o pesquisador responsavel devera
cumprir o item transcrito integralmente a seguir.

XI - Do pesquisador responsavel

XI.1 - A responsabilidade do pesquisador é indelegavel e indeclinavel e compreende os aspectos éticos e
legais.

XI.2 - Cabe ao pesquisador:

a) apresentar o protocolo devidamente instruido ao CEP ou a CONEP, aguardando a decisdo de aprovagéo
ética, antes de iniciar a pesquisa; b) elaborar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido; c) desenvolver
o projeto conforme delineado; d) elaborar e apresentar os relatérios parciais e final; e) apresentar dados
solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento; f) manter os dados da pesquisa em arquivo,
fisico ou digital, sob sua guarda e responsabilidade, por um periodo de 5 anos ap6s o término da pesquisa;
g) encaminhar os resultados da pesquisa para publicacdo, com os devidos créditos aos pesquisadores
associados e ao pessoal técnico integrante do projeto; e h) justificar fundamentadamente, perante o CEP ou
a CONEP, interrupgéao do projeto ou a nao publicagdo dos resultados.

Os relatorios deverao ser adicionados ao protocolo de pesquisa na Plataforma Brasil para analise do
CEPIAL a cada seis meses a partir do inicio da pesquisa.
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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mo

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
TCLE / Termos de |2020_TCLE_Justificativa_Eliete.pdf 22/01/2020 [Luz Marina Trujillo Aceito
Assentimento / 16:49:15
Justificativa de
Auséncia
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 04/12/2019 Aceito
do Projeto ROJETO 1434273.pdf 14:16:04
TCLE / Termos de | esclarecimento.pdf 04/12/2019 |ELIETE CALO Aceito
Assentimento / 14:15:34 |ROMERO
Justificativa de
Auséncia
Outros termo_de_responsabilidade_e_sigilo.pdf| 04/12/2019 |ELIETE CALO Aceito
14:13:36__[ROMERO

Orgcamento orcamento.pdf 01/10/2019 |ELIETE CALO Aceito
14:35:04 [ROMERO

Cronograma cronograma_de_desenvolvimento.pdf 01/10/2019 [ELIETE CALO Aceito
14:31:35__|ROMERO

Projeto Detalhado / |Projeto_Imunoblotting.pdf 01/10/2019 [ELIETE CALO Aceito

Brochura 14:29:48 [ROMERO

Investigador

Declaragéao de Termo_de_anuencia.pdf 01/10/2019 |ELIETE CALO Aceito

Pesquisadores 14:28:42 |ROMERO

Declaragao de manuseio_soros.pdf 01/10/2019 |ELIETE CALO Aceito

Manuseio Material 14:28:26 |ROMERO

Biologico /

Biorepositdrio /

Biobanco

Folha de Rosto Folha_de_rosto_assinada.pdf 01/10/2019 |ELIETE CALO Aceito
14:22:37 [ROMERO

Situagao do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao
SAO PAULO, 22 de Janeiro de 2020
Assinado por:
Luz Marina Trujillo
(Coordenador(a))
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Bairro: Cerqueira César CEP: 01.246-902
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3068-2859 Fax: (11)3085-3505 E-mail: cepial@ial.sp.gov.br
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