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RESUMO.- Objetivou-se verificar se galinhas imunizadas 
com uma solução de Leptospira interrogans inativadas e 
proteínas de membrana externa do sorovar Hardjo, pode-
riam produzir anticorpos policlonais específicos anti-lep-
tospiras, detectáveis em testes ELISA. Foram imunizados 
oito galinhas com 25 semanas de idade, da raça White Le-
ghorn, sendo três imunizadas com uma suspensão de lep-

tospiras inativadas, três com uma solução de proteínas de 
membrana externa extraída do sorovar Hardjo e duas con-
trole. Coletas de sangue foram realizadas quinzenalmente 
e de ovos diariamente. A IgY foi purificada a partir da gema 
dos ovos utilizando para a delipidação o método de dilui-
ção em água ácida e a precipitação com sulfato de amônio. 
Nos testes ELISA realizados para verificar a especificidade 
da IgY,  foi demonstrada a produção de anticorpos anti-
-Leptospira, tanto no soro quanto nas gemas purificadas. O 
pico de produção de anticorpos específicos ocorreu na 5º 
semana após a primeira imunização. Ficou demonstrada a 
possibilidade da indução da produção de anticorpos espe-
cíficos em galinhas imunizadas com leptospiras do sorovar 
Hardjo inativadas, bem como, com proteínas de membrana 
externa (PME) extraidas desse sorovar. As galinhas imu-
nizadas com uma suspensão de leptospiras inativadas ou 
com PME de Leptospira interrogans do sorovar Hardjo pro-
duziram anticorpos reativos a PME Hardjo detectáves por 
teste ELISA.
TERMOS DE INDEXAÇÃO: Galinhas, gema de ovos, Leptospira in-
terrogans, leptospirose, imunoglobulinas Y.
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The aim was to determine whether hens immunized with an inactivated suspension of 
Leptospira and a solution of outer membrane proteins extracted from the serovar Hardjo, 
could produce specific polyclonal antibodies to Leptospira, detected in ELISA assay. Eight 
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INTRODUÇÃO
Os anticorpos são moléculas com elevada especifici-

dade para a ligação e inativação de substâncias externas, 
tais como moléculas tóxicas ou antígenos, que podem pe-
netrar no organismo de animais vertebrados (Karlsson 
et al. 2004). Em razão disto, tem sido utilizados para fins 
diagnósticos, terapêuticos e inclusive para a inativação de 
substâncias (Reilly et al. 1996).

Os anticorpos específicos, policlonais ou monoclonais, 
atualmente disponíveis para pesquisa, diagnóstico e tera-
pias são obtidos principalmente de mamíferos com especial 
destaque para os coelhos e ratos, (Narat 2003).De maneira 
alternativa, os anticorpos purificados da gema de ovos de 
galinhas imunizadas, denominados imunoglobulinas Y ou 
IgY (do inglês yolk = gema), têm apresentado várias apli-
cações, em imunodiagnóstico, imunoterapia e estudos de 
proteômica (Karlsson et al. 2004).

As vantagens da utilização dos anticorpos IgY policlo-
nais em relação  aos do tipo IgG de mamíferos incluem a 
redução do número de animais imunizados, a elevada 
quantidade de anticorpos purificados por mL de gema sem 
a sangria da galinha, bem como o baixo custo a fácilidade de  
execução (Schade et al. 1996, Karlsson et al. 2004). Desta-
que-se ainda que  com os anticorpos IgY elimina-se a ocor-
rência  de resultados falsos-positivos sempre possíveis  nas 
técnicas de imunoensaio que empregam amostras de soro 
ou células de mamíferos, pois não sofrem a interferência do 
fator reumatóide, não fixam complemento e não interagem 
com os receptores para Fc dos mamíferos. Ressalte-se tam-
bém que em relação à purificação, os anticorpos IgY não se 
ligam às proteínas A e B, respectivamente,  de Staphylococ-
cus spp. e Streptococcus spp (Tini et al. 2002, Carlander et 
al. 2002, Zhang 2003).

A distância filogenética entre aves e mamíferos permite 
a produção de anticorpos contra proteínas altamente con-
servadas de mamíferos (Larsson et al. 1998). Além disso, os 
anticorpos de aves reconhecem epítopos diferentes dos de 
mamíferos o que aumenta o número de anticorpos distin-
tos e consequentemente a possibilidade de ligações (Car-
lander et al. 1999, Ferreira Júnior et al. 2012).

O presente trabalho teve por objetivo a verificação dos 
níveis de anticorpos policlonais anti-leptospiras, em testes 
ELISA aplicados ao soro sanguíneo de galinhas imunizadas 
com uma estirpe de L.interrogans do sorovar Hardjo apre-
sentada sob a forma de leptospiras integras inativadas ou de 
apenas proteínas da membrana externa do microrganismo.

MATERIAL E MÉTODOS
A pesquisa foi realizada no Laboratório de Doenças Infecto-con-
tagiosas da Universidade Federal de Uberlândia (LADO-UFU) e no 
Laboratório de Bioquímica do Instituto de Genética e Bioquímica 
da Universidade Federal de Uberlândia (INGEB-UFU).

Os anticorpos foram produzidos pela imunização de galinhas 
com dois tipos de antígenos: suspensão de 14 sorovares de Lep-
tospiras íntegras inativadas (bactérias totais) e apenas a proteína 
de membrana externa (PME) de Leptospira interrogans sorovar 
Hardjo.

Para obtenção do antígeno, foram utilizadas estirpes (bacté-
rias totais) de Leptospira interrogans fornecidas pelo Laborató-

rio de Doenças Infectocontagiosas FAMEV-UFU. Para o preparo 
de uma suspensão de Leptospiras inativadas, as bactérias foram 
cultivadas em caldo EMJH (meio Ellinghausen e McCullough mo-
dificado por Johnson e Harris, 1967) por sete a dez dias em estufa 
bacteriológica com temperatura de 28 a 29°C (Faine, 1999).

Após atingir a densidade de 1 a 2 x 108 leptospiras/mL, os 
cultivos foram centrifugados a 13.000rpm durante 30 minutos, 
o pellet contendo as leptospiras (14 sorovares de L.interrogans: 
Australis, Autumnalis, Bataviae, Bratislava, Canicola, Copenha-
geni, Grippotyphosa, Hardjo, Hebdomadis, Icterohaemorrhagiae, 
Pomona, Pyrogenes, Tarassovi e Wolffi) foi diluído em PBS (NaCl 
137mM, KCl 2,7mM, Na2HPO4 12mM, K2HPO4  1,2mM, pH 7,4) es-
téril, e comparada com o valor 0,5 da escala de Macfarland  para 
que fosse  atingida a densidade final aproximada de 1x108 leptos-
piras/mL, e em seguida as bactérias foram inativadas a 56°C por 
16-18 horas (Surujballi & Elmgren 2000).

A extração de proteínas de membrana externa (PME) de Lep-
tospira interrogans sorovar Hardjo foi realizada utilizando-se a 
metodologia descrita por Haake et al. (1991). Um cultivo de L. 
interrogans sorovar Hardjo com sete dias de crescimento foi cen-
trifugado a 13.000xg a 4°C, durante dez minutos, o sobrenadan-
te foi então descartado e o pellet ressuspendido em PBS pH 7, 4 
acrescido de 5mM MgCl2, por três vezes consecutivas. Posterior-
mente o pellet foi ressuspendido em TE (10mM de Tris hidroclo-
rido, 2mM EDTA), pH 7,4, adicionado de 1% de TritonX114 (v/v) 
(Sigma-Aldrich). A suspensão foi incubada a 4°C por 30 minutos e 
a seguir foi centrifugada a 17.000xg, a 4°C durante dez minutos, o 
pellet foi descartado  e foi  adicionado 2% de Triton X114 (v/v) ao 
sobrenadante, que após aquecimento a 37°C por dez minutos, foi 
centrifugado a 2.000xg por dez minutos a temperatura ambiente. 

Após a centrifugação as duas fases presentes, aquosa e deter-
gente, foram separadas e submetidas a um banho de gelo por dez 
minutos. Acrescentou-se a fase aquosa 2% de Triton X114 (v/v) 
e a fase detergente nove partes do tampão TE, pH 7,4, incubou-
-se por dez minutos a 37°C e depois centrifugou-se a 2.000xg por 
dez minutos a temperatura ambiente. Os procedimentos de sepa-
ração de fases, resfriamento, adição de reagentes, aquecimento e 
centrifugação foram repetidos quatro vezes. As fases detergente e 
aquosa foram então separadas.

As duas frações foram precipitadas em acetona segundo Cun-
ningham et al. (1988), adicionou-se 10 vezes o volume de acetona 
(Vetec, PA) e incubou-se no gelo por 45 minutos. Após incubação 
as frações foram centrifugadas a 14.000xg, a 4°C, por 30 minutos. 
A acetona presente no sobrenadante foi então descartada e o pel-
let ressuspendido em PBS e estocado a -20°C.

Foram imunizadas oito galinhas poedeiras da linhagem White 
Leghorn, com 25 semanas de idade, cedidas pela granja Planalto 
de Uberlândia-MG, as quais foram divididas aleatoriamente em 
três grupos experimentais (Quadro 1). O esquema de imunizações 
foi realizado de acordo com Barbas et al. (2001).

As imunizações foram realizadas com intervalos de 15 dias, 
sendo que na primeira foi empregado o adjuvante completo de 
Freund (Sigma) e nas demais o adjuvante incompleto de Freund 
(Sigma), correspondendo a 50% do volume total da solução. Fo-

Quadro 1.  Grupos experimentais e tipo de imunização
utilizada, Uberlândia, 2012

 Grupo n Imunização

 1 2 PBS + Adjuvante*
 2 3 Suspensão de Leptospiras inativadas diluídas em  
   PBS + Adjuvante*
 3 3 Solução de proteínas de membrana externa sorovar  
   Hardjo diluídas em PBS + Adjuvante*

* Adjuvante de Freund  (Sigma Chemical Co.).
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ram inoculados 500µL (250µl do antígeno diluído em PBS e 250µl 
de adjuvante) profundamente no músculo peitoral da galinha, 
dividindo-se o volume total em quatro pontos diferentes. O acom-
panhamento para avaliação de reações pós-vacinais foi realizado 
diariamente durante todo o período experimental.

O Grupo 1 foi imunizado quatro vezes com 250µl de PBS, en-
quanto Grupo 2 foi imunizado quatro vezes com  250µl da suspen-
são de leptospiras inativadas (densidade de 1x108 células/mL) e o 
Grupo 3 três vezes com 200µg de PME diluída em 250 µl de PBS.

Foram realizadas coletas de sangue quinzenais, 1mL na asa 
(veia ulnar). Os ovos foram coletados diariamente a partir de uma 
semana antes da inoculação (pré-inoculação). Após a coleta, os 
ovos foram separados por semana, e estocados a 4°C até a realiza-
ção do processo de delipidação.

Na purificação das imunoglobulinas IgY policlonais totais, as 
gemas dos ovos foram cuidadosamente separadas da clara e lava-
das com água ultrapura para a remoção de resíduos de clara (Bi-
zanov & Jonauskiené, 2003). Em seguida, a membrana vitelínica 
foi rompida e a gema foi coletada em frascos cônicos de 50mL, os 
quais foram armazenados a -20°C até o momento da purificação. 
Ao final do procedimento, obteve-se um pool semanal de gemas 
para cada um dos três grupos de galinhas imunizadas.

A purificação dos anticorpos IgY totais iniciou-se pela delipi-
dação, remoção da fração lipídica da gema, (Akita & Nakai 1993). 
A gema pura foi diluída com água ultrapura na proporção 1:10 
(v/v), após a homogeneização o pH da mistura foi ajustado para 
uma faixa entre 5,0-5,2, por meio de gotejamento de HCl 0,1N e, 
em seguida, a mistura acidificada foi armazenada a 4°C overni-
ght. Após esse período a solução foi centrifugada a 10.000xg por 
25 minutos a 4°C. O pellet contendo a fração rica em lipídeos foi 
descartado e o sobrenadante contendo os anticorpos totais, foi fil-
trado (filtro de 0,45µm Millipore). A amostra filtrada teve seu pH 
ajustado para 7,4 com PBS 10x e após isso foi armazenada a -20°C.

Após a delipidação, foi realizada a precipitação com sulfato de 
amônio Synth (Araújo et al. 2010) o sulfato foi adicionado a amos-
tra filtrada na concentração de 20% (p/v) sob agitação durante 
30 minutos a 4°C. Após esse tempo o material foi centrifugado a 
2.000xg por 30 minutos a 4°C,  o sobrenadante foi descartado e o 
pellet ressuspendido em PBS 1x, pH 7,4.

As amostras foram diálisadas em uma membrana de AMICOM 
(Amicom Ultra-15 Centrifugal Filter Unit Millipore), centrifugan-
do-se a amostra juntamente com PBS, pH 7,4 a 4.000xg por 30 
minutos, 4°C, por três vezes.

Após o término da extração das imunoglobulinas IgY totais, a 
concentração proteica foi obtida em todas as frações por meio do 
método de Bradford (1976) e a  pureza das preparações foi inves-
tigada por eletroforese unidimensional em gel de poliacrilamida 
a 16% (p/v), aplicando-se 10µg de amostra por poço. A visualiza-
ção das bandas proteicas foi efetuada  com a coloração do gel com 
Coomassie Blue R250 (Sigma).

 Para confirmar a produção de anticorpos IgY anti-leptospira  
utilizou-se como antígeno no ELISA apenas a PME de Leptospi-
ra interrogans sorovar Hardjo, segundo Souza et al. 2002. Duas 
placas de microtitulação de poliestireno (MaxiSorp, Nunc) foram 
sensibilizadas com 50µL/poço de proteínas de Membrana Exter-
na do sorovar Hardjo a uma concentração de 10µg/mL em tam-
pão carbonato-bicarbonato (NaHCO3 0,1M, pH8,6) e incubadas 
durante a noite a 4°C. Em seguida os sítios remanescentes para 
ligações inespecíficas foram bloqueados com tampão Tris-HCl 
acrescido de leite em pó desnatado na concentração de 5% (p/v) 
(TBS-M), durante 2 horas a 37°C. Após a incubação foram realiza-
das três lavagens com tampão TBS.

Amostras de 50µL das IgY totais, correspondentes ao pool de 
gemas por semana do experimento de imunização, diluídas a 1:50 

em TBS acrescido de 0,05% de Tween 20 e 5% de leite em pó des-
natado (TBS-TM), foram incubadas por 60 minutos a 37°C. Após 
esse procedimento um segundo ciclo de lavagens idêntico foi exe-
cutado. A detecção de  IgY foi efetuada pela incubação com anti-
corpos IgG de coelho anti-IgY marcados com peroxidase (Sigma) 
diluídos 1:5000 em PBS-TM por 60 minutos, 37°C. Foi realizado 
um último ciclo de lavagens e, em seguida, foi efetuada a revela-
ção com a adição de 50µL/poço de orto-fenilenodiamina (OPD) 
(DAKO) acrescido de H2O2 a 30%. Decorridos 15 minutos a tempe-
ratura ambiente e ao abrigo da luz, a reação foi interrompida com 
a adição de 25µL/poço de H2SO4 (2N), efetuando-se em seguida a 
leitura a 492 nm em espectrofotômetro de microplaca (Thermo 
Plate, TP-Reader).

RESULTADOS E DISCUSSÃO
A eletroforese da IgY purificada das gemas de ovos (Fig.1) 
demonstrou que o processo de purificação com sulfato de 
amônio a 20% não foi totalmente eficiente, uma vez que 
houve a formação de outras bandas além da de IgY, resul-
tado que discorda do obtido por Svendsen et al. 1995 e por 
Araújo 2007 Foi constatado que a banda de IgY, encontra-
va-se um pouco abaixo de 200 Kd, de fato tem ocorrido di-
vergências quanto ao PM da IgY, Carlander (2002) e Cha-
cana et al. (2004) afirmaram que esta molécula apresenta 
167,25 kDa enquanto Leslie e Clem (1969) encontraram  
um peso molecular de até 206 kDa, e Devi et al. (2002) es-
tabeleceram o seu peso em 190 kDa,  no entanto foi esta-
belecido a maioria dos autores concorda que o peso esteja 
situado em torno de 180Kd (Warr et al. 1995, Akita et al. 
1998, Bizanov et al. 2004).

Fig.1. Perfil eletroforético da IgY das gemas de ovos purifica-
das com sulfato de amônio. PM = Padrão de peso molecular 
(Amresco), GP = gema purificada.
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A partir da segunda  semana de imunização houve um 
aumento no título de anticorpos específicos anti-PME e 
anti-Leptospira do sorovar Hardjo (Fig.2), embora esta res-
posta tenha sido baixa o resultado obtido  se assemelha aos 
encontrados por Almeida et al. (1998) que observaram au-
mento do título de anticorpos após a segunda imunização.

A atividade dos anticorpos do grupo controle foi baixa e 
permaneceu inalterada durante todo o experimento. O que 
indica que sua atividade específica foi insignificante e, por-
tanto, poderia ser empregada como um controle negativo 
em experiências subsequentes.

A Figura 3 mostra o perfil cinético da resposta imuno-
lógica observada na gema durante as dez semanas traba-
lhadas.

Na 4ª semana, duas semanas após a segunda imuniza-
ção houve  um aumento considerável no título de anticor-
pos, resultado que confirma o descrito por Narat (2003) 
que relatou que a presença de anticorpos na gema deve ser 
verificada após a segunda imunização.

Os títulos de anticorpo anti-PME e anti-Lepto nas gemas 
de ovos atingiram o pico na quinta semana após a inocula-
ção. O perfil cinético encontrado diferiu do observado por 
Bizanov & Jonauskiene (2003) e Bizhanov, Jonauskiene & 
Hau (2004),que constataram inicio da elevação do título a 

partir da segunda semana de imunização e aumento cons-
tante nas semanas subsequentes. Tais divergências  pode-
riam  ser atribuídas a diferenças da imunogenicidade dos 
antígenos empregados, bem como da utilização de dife-
rentes esquemas de vacinação, raças de galinhas distintas 
e tipos de ensaios empregados (Bizhanov & Vyshniauskis 
2000). No entanto o perfil observado no presente trabalho 
se assemelhou ao encontrado por Paul et al. (2007) e por 
Araújo et al. (2010), que registraram  aumento significativo 
de anticorpos especificos apenas após a segunda inocula-
ção, com pico de anticorpos respectivamente na quarta ou 
quinta semana de imunização.

No grupo inoculado com PME houve queda acentuada 
na produção de anticorpos após a 7ª semana, provavelmen-
te, isso se deva ao fato de terem sido realizadas apenas três 
inoculações enquanto no grupo inoculado com suspensão 
de leptospiras foram realizadas quatro inoculações. Con-
tudo não podem ser excluído a possível influência de di-
ferenças de imunogenicidade dos antígenos (Bizhanov & 
Vyshniauskis, 2000). Chen et al. (2002) e Pauly et al. (2009) 
destacaram que a queda na concentração de anticorpos, 
não é um fenômeno desejado, e que a sua ocorrência pode 
ser revertida por meio da reaplicação do antígeno.

Quando se compara a resposta sérica e a resposta na 
gema observa-se que a detecção de anticorpos na gema 
ocorre com um atraso de aproximadamente sete dias, de-
pois da detecção sérica, fato que pode ser explicado em 
virtude do tempo requerido para o desenvolvimento do fo-
lículo ovariano e ovopostura (Pei & Collisson 2005, Davison 
et al. 2008, Ferreira Júnior et al. 2012).

Tanto as galinhas imunizadas com a suspensão de lep-
tospiras inativadas de 14 diferentes sorovares, quanto os 
animais tratados com PME de Leptospira interrogans do 
sorovar Hardjo produziram anticorpos reconhecidos pelo 
PME de Leptospira interrogans sorovar Hardjo, utiliza-
do como antígeno no ELISA. Lafetá (2006) observou que 
o perfil protéico das proteínas de membrana externa da 
Leptospira interrogans sorovar Hardjo possui muitas simi-
laridades com o perfil protéico da membrana externa de L. 
interrogans. Souza et al. (2012) demonstrou que um teste 
ELISA utilizando PME do sorovar Hardjo apresentou sen-
sibilidade de 100%, especificidade 73% e concordância de 
83% quando comparado a Soroaglutinação Microscópica. 

Por demonstrarem afinidade às proteínas de membrana 
externa (PME) de Leptospira interrogans sorovar Hardjo, os 
anticorpos produzidos em galinhas desta pesquisa, pode-
riam ser utilizados em testes diagnósticos para leptospiro-
se. Tini et al. (2002) ressaltaram que a IgY pode ser usada  
em praticamente todos os métodos de imunodiagnóstico 
tradicionalmente desenvolvidos com IgG de mamíferos ou 
seja, imunofluorescência, ELISA, técnicas de imunoeletro-
forese, Western blotting, imuno-histoquímica, e muitos ou-
tros (Tini et al. 2002).

Esses resultados reforçam os obtidos anteriormente 
onde já foram caracterizados como bons antígenos e imu-
nógenos várias PME de Leptospira (Haake et al. 2000, Cul-
len et al. 2003, Koizumi & Watanabe 2005, Matsunaga et 
al. 2006, Palaniappan et al. 2007), sendo que o diferencial 
desse estudo foi a utilização de imunoglobulinas (IgY) pro-

Fig.3. Cinética de produção de IgY nas amostras de gema de ovo de 
galinhas obtida pelo teste ELISA durante 10 semanas. As setas 
vermelhas indicam as imunizações com PME e as setas azuis 
as imunizações com Leptospira em suspensão.

Fig.2. Curva de absorbância de IgY nas amostras de soro de gali-
nhas obtidas pelo teste ELISA durante 8 semanas pós imuni-
zação.
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duzidas em galinhas anti-Leptospira e anti-PME de Leptos-
pira.

CONCLUSÃO
Galinhas imunizadas com uma suspensão de Leptospiras 
inativadas e com PME de Leptospira interrogans do sorovar 
Hardjo produziram anticorpos reativos a PME Hardjo de-
tectáveis por teste ELISA.
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