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RESUMO

Lima, Gerson Silva de. Padronizacdo de um Teste de Soroaglutinacio Macroscopica para
Diagnéstico da Leptospirose em Suinos. 2008. 50 p. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia
Veterindria). Instituto de Veterindria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ, 2008.

A leptospirose é considerada um problema global de satide na drea humana e veterinaria. E uma
zoonose causada por bactérias do género Leptospira, prevalente em todos os continentes. O
desenvolvimento de um teste de soro aglutinacdo macroscopica eficaz contra a leptospirose se
justifica, ja que os existentes sdo caros, trabalhosos e restritos a laboratérios especializados. No
Brasil, a leptospirose em suinos tem sido uma das principais causas de falhas reprodutivas em
varios estados, principalmente nas regides sul e sudeste do pais. Dentre os animais de produgdo
explorados em ecossistemas rurais os suinos apresentam as manifestacdes clinicas mais
freqlientes na esfera reprodutiva com abortamentos, usualmente no ter¢o final da gestacdo. A
infertilidade, a esterilidade o nascimento de leitdes debilitados que morrem nos primeiros dias de
vida sdo sinais da presenca da bactéria nas matrizes reprodutoras. No presente estudo, utilizou-se
seis formulacdes de suspensdes antigénicas dos sorovares pomona, icterohaemorrhagiae e
copenhageni em forma de suspensado tnica ou em combinagdes de dois sorovares. Foram testadas
frente a soros de suinos sem suspeita clinica de leptospirose comparando com a soroaglutina¢do
microscopica que € o teste aceito como padrdo ouro pela Organizagdo Mundial de Satide (OMS).
Dentre as seis suspensdes propostas a combinagdo dos sorovares pomona + icterohaemorrhagiae
apresentou o melhor resultado. Os resultados obtidos demonstraram um percentual de 89% de
sensibilidade e 89% de especificidade para a suspensdo com a combinacdo dos sorovares pomona
+ icterohaemorrhagiae e de 87% de valor preditivo positivo e 90% de valor preditivo negativo
para a mesma combinagdo, comprovado pelos métodos estatisticos Qui-quadrado, Kappa e
Modelo Linear Logistico. Dada a importancia da leptospirose em suinos e o impacto econdmico
que causa mundialmente, além da caréncia de informagdes atuais, este trabalho teve por objetivo
desenvolver um teste rdpido de triagem para diagnostico em suinos mantidos em criacOes rurais

de diferentes regides e tamanhos no Estado do Rio de Janeiro.

Palavras chave: Leptospirose; Diagndstico; Macroaglutinacdo; suinos.



ABSTRACT

Lima, Gerson Silva de. Standardization of a Macroscopic Seroagglutination test for the
diagnostic of leptospirosis in pigs. 2008. 50 p. Dissertation (Master in Veterinary
Microbiology). Instituto de Veterindria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2008.

Leptospirosis is considered a global health problem in human and veterinary medicine. It is a
zoonotic disease caused by bacteria of the genus Leprospira, prevalent on every continent. The
development of an effective macroscopic serum agglutination test against leptospirosis is
justified, since the available ones are expensive, cumbersome and restricted to specialized
laboratories. In Brazil, leptospirosis in pigs has been a major cause of reproductive failure in
several states, mainly in the south and southeast regions of the country. Among the animals used
in production of rural ecosystems, pigs have the most frequent clinical manifestations in the
reproductive sphere with abortions, usually in the final third of pregnancy. Infertility, sterility or
birth of debilitated or dead pigs which dies in the first days of life are signs of the presence of the
bacteria in the breeding matrix.

In the present study, six suspensions formulations of antigenic serovars pomona,
icterohaemorrhagiae and copenhageni were used in single suspension form or in two serovars
combinations. These were tested against pig serum with no clinical suspicion of leptospirosis
compared with the microscopic agglutination test that is accepted as the gold standard by the
World Health Organization (WHO). Among the six proposed suspensions the combination of
serovars pomona + icterohaemorrhagiae showed the best result. The results demonstrates a
percentage of 89% sensitivity and specificity of 89% for the suspension with the serovars
combination of pomona + icterohaemorrhagiae and 87% for positive predictive value and 90%
negative predictive value for the same combination, demonstrated by the statistics methods such
as Chi-square, Kappa and Linear Logistic Model. Given the importance of leptospirosis in pigs
and economic impact that it causes worldwide, in addition to the lack of current information, this
study aimed to develop a screening rapid test for the diagnosis of pigs kept in variable dimension

farms from rural regions of the Rio de Janeiro state.

Keywords: Leptospirosis; Diagnosis; Macroagglutination; pig.
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1. INTRODUCAO

A leptospirose constitui-se em udnics problema de Saude Publica e durante
muitos anos tem causado preocupacdo tanto na medicimana quanto na medicina
veterinaria e 0s suinos representam importantdestcansmissao.

A leptospirose é uma doenca aguda infecciosty-lanitada geralmente de
carater ocupacional provocada por uma bactéria @oerg leptospira amplamente
distribuida no mundo, tendo homens e animais aetagma importancia médica e
econdmica. A bactéria leptospira possui um grantleeno de reservatorios, tais como
artropodes, anfibios e mamiferos, € comumente mitida pela urina do rato e é
considerado hospedeiro natural, ao se infectarendesenvolvem a doenga, mais podendo
causar alteracdes importantes, inclusive reprodsitem animais apresentando um grande
indice de abortamentos.

A leptospirose em humanos possui um quadnicolipolimorfico, apresentando
formas desde gripal, meningitica, encefaliticajmqmdar até a icterohemorragica, que é
considerada mais grave, com quadro de insuficiéecial aguda, hepatica e sangramentos.
Em animais a leptospirose é uma zoonose bactedasaciada, principalmente com
infertilidade e baixa producdo. A doenca possficitidiagnostico pela falta de sinais
clinicos caracteristicos, e pelas mudancas no padkdinfeccdo. Dentre os animais de
producdo, mais particularmente dos suinos explsradm ecossistemas rurais, as
manifestacdes clinicas mais frequentes atingem faraeseprodutiva, incluindo o
abortamento, em qualquer fase de gestacdo. Em afgopnasides, as matrizes atingidas
podem apresentar infertilidade ou mesmo esterdidatbuns sinais clinicos em particular
podem ser observados de acordo com a espécie anenaldeterminadas faixas etarias. A
falta de trabalhos utilizando sorovares dénterroganspara o diagnéstico da leptospirose
animal, em especial a leptospirose suina, levouanngestigar qual seria 0 comportamento
dos sorovares de leptospiras em soros de suinossegpeita clinica de desta doenca.
Baseando-se nestes fatos, este trabalho teve petivob padronizar uma metodologia
através da soroaglutinacdo macroscopica, e formuidikit” a ser utilizado como prova de
triagem no diagnostico da leptospirose em suinogcdedo com as normas exigidas pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Historico

De acordo com o MANUAL DE LEPTOSPIRE)S1997) a doenca foi descrita
pela primeira vez em 1880, no Cairo, por LARREYdseposteriormente mencionado por
ADOLF WEIL em 1886, quatro casos de leptospirosehemmanos, tendo o0 seu nome,
ainda hoje, associado as formas graves da doezamihada Sindrome de Weil. O agente
etiologico da leptospirose foi isolado pela priraeiez em 1915, no Japao (INADA et al.,
1915).

A partir de entdo, leptospiras foram identificadaemo causa de diversas
sindromes no homem e em animais (ALSTON, 1958). @assar dos anos, a doenca
assumiu um papel de importancia tanto para humeow® para animais mostrando 0s
prejuizos a economia pecuéaria pelo mundo (CORTEB3)L Em 1954, WOLFF e
BROOM sugeriram um sistema de classificacdo coneshasn analises antigénicas que
incluia 34 sorotipos de leptospiras em humanosdsasl e animais. Em 1962 o Grupo de
Pesquisa em leptospirose da Organizacdo Mundigbalele recomendou a divisdo do
géneroLeptospira em duas espéciekeptospirabiflexa como as sapréfitas leeptospira
interogansgue envolve as espécies patogénicas (WHO, 1967).

No Brasil, os primeiros relatos desendo a presenca de leptospirose em ratos na
cidade do Rio de janeiro, datam de 1917 (ARAGAQL8) % (CARINI, 1918). Através
dos estudos sobre leptospirose animal realizadopgsmuisadores do Instituto Biologico
de Sao Paulo, levantou-se a possibilidade de difeseespécies serem possiveis fontes de

infeccdo em humanos (Ministério da Saude, 1997).
2.2. A Leptospirose
A leptospirose é classificada como uma antropoase direta que ocorre de forma

endémica mundialmente. Ela é causada por espiagjdet génerdeptospirae tem sido
considerada nos ultimos 10 anos como uma doencagente que afeta humanos e



diversas espécies de animais domesticos e silse@feBRIDE et al., 2005), conhecida
como a febre da queda ou a febre da lama (PICKERREQG6; COHEN, 2004).

O ressurgimento do interesse no otatla leptospirose deve-se a sua ocorréncia
como epidemia, tanto em paises de clima tropioalrgpical ou temperado, desenvolvidos
ou em desenvolvimento (BHARADWAJ, 2004). O Brasd €hina sdo os paises em que a
leptospirose é tida como um dos maiores problemsasadde publica (McBRIDE et al.,
2005). O aumento na incidéncia de casos costumaeoaurante os periodos de chuva e
enchentes, resultando em perdas de importancia@etoea e social. Na América do Sul e
Central esses periodos tém sido intensificadosfpafimeno climatolégico “El Nifio” (KO
et al., 1999; PLANK; DEAN, 2000; LEVETT, 2001), qu& caracterizado por um

significativo aumento nos niveis pluviométricos.

2.3. OAgente etioldgico

A ordem Spirochaetales se subdivide em duas faniliA familia
Leptospiraceague compreende os génetaptonemaTurneria e Leptospirae a familia
Spirochaetaceaque inclui os génerosBorrelia e Treponema (FAINE, 1999).
Filogeneticamente, andlises baseadas no sequemttande 16S rDNA classificam
Leptonemacomo um grupo a parte e dividem o génkeptospiraem dois grupos: um
formado por espécies patogénichsifterrogang e outro por ndo patogénicds piflexag
(FAINE, 1999). Em laboratério as espécies sap®B&o diferenciadas das patogénicas por
crescerem a 13° C, e por sua incapacidade de faréhalas esféricas em 1 M de NaCl
(LEVETT, 2001).

O géneroLeptospiraé bastante diverso, contendo varios sorovaress Eite
antigenicamente distintos, devfido a mudancas ngosicao do LPS (lipopolissacarideo)
(ZUERNER et al., 2000). Tradicionalmente, Leptasgpp é subdividida em mais de 250
sorovares. Estes s&do agrupados em sorogrupos ddoacom seus determinantes
antigénicos, através do teste de microaglutinagdr] (FAINE, 1999).
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Figura 1. Foto microscopia eletrbnica de leptospira (Ursicade de Cornell-USA
01/11/07).

2.4. Caracteristicas gerais

As espiroquetas que compddmptospira spp. S80 microrganismos moveis,
filamentosos e espiralados, que somente podemsaalizados em microscopia de campo
escuro e de contraste de fase (FAINE, 1999). Seartho é de 0,1 a O;2n de diametro e
de 6 a 2Qum de comprimento, com uma ou as duas extremidageadas como um ponto
de interrogacdo (dai a denominacédo interrogansy. rBobilidade deve-se a filamentos
axiais dispostos um em cada polo da célula, apiasgm estrutura protéica complexa
(FAINE, 1999) (figura 1). A membrana externa dggdspiras compartilha caracteristicas
tanto com bactérias Gram-positivas como com as Giegativas (ZUERNER et al., 2000),
sendo que a porcao lipopolissacaridica da célulactamposi¢cado similar a outras bactérias
Gram-negativas (VINH; ADLER; FAINE, 1986). As legmiras e as bactérias gram-

negativas tém uma membrana externa que funcionao coma barreira permeével,



protegendo-as de condi¢cdes de stress, tanto no en@é@no quanto nos tecidos do
hospedeiro (SHANG et al, 1996).

As bactérias ndo coradas sdo vsiper microscopia de contraste de fase ou por
microscopia de campo escuro, as leptospiras saniaprganotroficas, utilizando &cidos
graxos ou alcoois graxos, possuindo 15 ou maisagata carbono como fonte de energia.
N&o utilizam carboidratos ou aminoacidos como fal@energia. Soro ou albumina sérica
€ necessaria para o crescimento (JOHNSON & WALBY2).

2.5.Classificacao

Embora a reclassificacdo das leptasputilizando determinantes genéticos
forneca informacdes taxondmicas relevantes, elalesenvolve independentemente a
classificacdo sorolégica, que é mais aceita entigobiologistas e epidemiologistas
(BHARTI et al., 2003). As leptospiras sdo bactérgsobias estritas que crescem a
temperatura de 28 a 30° C em meios simples. Oigresto € lento e as culturas podem
levar semanas até aparecerem amostras positivaspésies patogénicas, ao contrario das
saprofitas, ndo se multiplicam em condicdes naufara de um hospedeiro, mas
sobrevivem em solo Umido, com pH ligeiramente alcak com baixa salinidade. Os
sorovares patogénicos sdo mais sensiveis a radidtcdaoleta em relagdo aos saprofitas
e, quando ndo expostos a esta, sua sobrevivénbeaspoestender até seis meses (VINETZ,
2001). Em periodo anterior ao ano de 1989, o géheptospira era dividido em duas
espécies: Leptospira interrogans e Leptospira Ma@ifleA primeira compreendia as
leptospiras patogénicas, enquanto L. biflexa aleamag sapréfitas do meio ambiente
(FAINE e STALLMAN, 1982). As patogénicas consistimm mais de 200 sorovares,
contidos em 23 sorogrupos. A partir da utilizac&otécnicas de diagnéstico molecular,
leptospiras foram classificadas por hibridizaca®8A (RAMADAS et al. 1992). Estudos
de hibridizacdo do DNA bacteriano definiram priraeiente 10 espécies de diferentes
genomas (YASUDA et al. 1987); a seguir foi definidatra espécie, Lkirschneri
(RAMADAS et al., 1992). Atualmente estdo definide® espécies. Estas diferem pelo
genoma e ndo correspondem as duas espécies anggrierdefinidas L interrogans e
L.biflexa. Podem ocorrer sorovares patogénicosce paogénicos pertencendo a mesma



espécie. Estudos demonstraram heterogenicidade¢iqgereétre sorovares (BRENNER et
al., 1999; FEREZU et al., 1999).

2.6. Leptospirose em humanos

A leptospirose como doenca emerge(ATHINAM, et al, 1997), cuja
ocorréncia, na forma de surtos em humanos ou asiirtean sido registrada em varios
paises associada as diferentes circunstanciascapde esportes e lazer (KATZ et al.,
1997), em atividades ocupacionais (PERROCHEAU & BERT, 1997) ou, apresentando
sintomatologia diferenciada da forma classica des(ZARI| & SHIEH, 1996).

A leptospirose, classicamente, tem sido @dac a determinadas categorias
ocupacionais como, trabalhadores em abatedouratadtres de animais, médicos
veterinarios e Saneamento ambiental (ACHA & SZYFRES6).

Apesar disso, alguns autores tém sdgeoi envolvimento de leptospiras como
variaveis sociais na ocorréncia da doenca (EVERA&Dall995; ANDRADE &
BRANDAO, 1987). O conhecimento da freqiiéncia dedpfio antileptospira e de seus
determinantes em populagfes de trabalhadores moddesgrande valor para orientar as

acOes preventivas de saude.

2.7. Leptospirose em animais

Estudos soroldgicos para determinagdprdporcdo de animais soro-reativo para a
leptospirose, tém sido realizados no Brasil, palditnente em animais de producao e
companhia. Em algumas situacdes houve planejanpamto determinacdo de prevaléncia
(MOREIRA, et al., 1979; SOUZA, 2000; HOMEM et &001; MASCOLLI et al., 2002;
MARVULO et al., 2002-b), em outras retratam o mordamento de rebanhos (ALVES et
al., 1997) e em outras sao relatérios retrospexti@servicos de diagndstico que recebem
soros de animais ou rebanhos com suspeita clifé&NTA ROSA et al., 1969/1970,
GIORGI et. Al., 1981, FAVERO et. al., 2000).

No Brasil as relacbes entre sorovar de leptaspios hospedeiros preferenciais
mais frequentes variam segundo a regido, no enwatama forma geral os registros

predominantes séo: roedor sinantropicterohaemorrhagiaee copenhagenimarsupiais:



grippotyphosa  bovideos: hardjo,  wolffi, hebdomadjs suinos: pomona,
icterohaemorrhagiae equideos: icterohaemorrhagiae; caes: canicola,
icterohaemorrhagiae e copenhageni ovinos e caprinos icterohaemorrhagiae
(VASCONCELLOS, 1997, FAVERO et al.2001; FAVERO &p&02,).

Dentre os animais de producéo explorados em stes&s rurais, as manifestacoes
clinicas mais frequentes sdo as da esfera repvadigm abortamento, usualmente no terco
final da gestacao, infertilidade, esterilidade ounascimento de produtos a termo
debilitados que morrem nos primeiros dias de VIGWIMARAES et al., 1982/1983;
ELLIS, 1994; FERREIRA NETO, et al., 1997; DELBEM, Al. 2002).

A leptospirose bovina é endémica Brasil, sendo freqiente nos rebanhos
bovinos, podendo determinar abortamentos, distsinigiprodutivos (retencao de placenta e
natimortos), alteracbes congénitas, ou infeccOapairentes capazes de comprometer a
eficiéncia reprodutiva do animal, levando-o a sribiigade (LILENBAUM et al., 1995).

Na leptospirose as fontes de infecg@ o0s animais selvagens, sinantropicos e
domeésticos que podem assumir as modalidades detedo¢ipicos, atipicos ou de
portadores sadios - roedores silvestres e sinaod®pe portadores convalescentes -
animais de producéo e companhia (CORTES, 1993).

2.8 Caracterizacao da leptospirose suina

A leptospirose suina esta classifec como uma doenca da lista B, no Office
International dés Epizooties, grupo ao qual pesenas doencas transmissiveis de grande
importancia do ponto de vista soécio-econdmico eA&anitario, com consideravel
repercussdo no comeércio internacional de animaio@utos de origem animal (BLAHA,
1989; PERRY; HEARDY, 2000).

A leptospirose suina é uma impodaohusa de prejuizos em rebanhos de
reproducdo e ocorre em suinos de todas as partesuddo. No entanto, o impacto
econdmico da doenca esta restrito a criagdes maigstdo hemisfério Norte, Nova
Zelandia, Argentina e Brasil (CLARK, 1996; MAILLOU>2001).



No Brasil, a leptospirose em suitezs sido uma das principais causas de falhas
reprodutivas em varios estados, principalmente reggdes sul e sudeste do pais
(LANGONI et al, 1995).

2.9 Patogenia da leptospirose suina

A suscetibilidade do suino em cantxanfeccéo por leptospiras foi conhecida em
1944, quando Gsell, na Suica, demonstrou a et@ldgi meningite em leitdes (SANTA
ROSA et al, 1962). A penetracdo das leptospiras nos suicosreo basicamente por
contato com pele lesada e mucosas. O periodo ddbdgdo € de dois a cinco dias,
ocorrendo disseminacdo hematdgena com localizaca@rodiferacdo em Orgaos
parenquimatosos, particularmente, figado, rinsp lBa@lgumas vezes, as meninges (ROSE
1966).

A leptospiremia dura, em geral, déesdm trés dias, representada por uma fase
febril discreta. No quarto dia as leptospiras jd@presentes nos rins mais especificamente
no lumen dos tubulos proximais, causando nefriersticial (CORREA; CORREA, 1992).

As leptospiras também penetram e ipliglhim-se nos fetos, podendo levar a
morte e reabsorgédo fetal, abortamento ou proleffambora existam muitos sorovares de
leptospiras, somente alguns sdo usualmente endesmntaeterminadas regides.

As leptospiras tendem a persistirlegares como tubulos renais, olhos e utero,
onde a atividade de anticorpos é minima (BASTOS8626ARAZA; VAZCAINO, 2002).
ELLIS et al (1986) constataram a persisténcia de leptosgnasfémeas suinas que
abortaram, confirmando a presenca da bactériain®® rtecidos genitais em até 147 dias
apos o abortamento. Quando a infeccdo acontecatduaerceiro trimestre de gestacéo,
pode ocorrer producdo de anticorpos especificos, geasionalmente, superam a
manifestacdo da doenca (BASTOS, 2006; BORDIN, 19992RREA; CORREA, 1992;
DANNEMBERG et al, 1975; EDWARDS, 1979; ELLIS, 1999; FAINE, 19820RE
1966; SOTOet al, 2006). Estudos com fémeas suinas desafiadas Laptospira
interrogans sorovarcanicola, mostraram a transmissao vertical da leptospirogescom
0 nascimento de leitbes saudaveis, Nestes estuddenéficacdo da positividade foi

realizada pela técnica de PCR utilizando-se diweésgaos destes animais. Os leitdes que



morrem por leptospirose apresentam anemia, as ,vezescia; petéquias e sufusdes
subserosas e submucosas; esplenomegalia; aumevdtudee hepatico e areas amareladas
irregulares; rins congestos aumentados de volum®, llemorragias corticais em casos
bem recentes, e com focos necroticos acinzentgdasdo o periodo de estado passou de
sete a dez dias, porém sem aderéncia de capsalaEem casos mais graves, ha presenca
de petéquias pleurais e hepatizacdo vermelha, gimmsalobulos pulmonares, e petéquias
epi e endocardicas (Figura 2). Os linfonodos coatnnestar aumentados de volume e
edematosos (BORDIN, 1992; CORREA; CORREA, 1992).

A leptospirose nos suinos pode sesamtar basicamente nas formas aguda e
cronica. Na forma aguda, pode ocorrer febre e tedsttal ndo supurativa e leptospiraria
em animais adultos. Em suinos jovens, principalenkmitdes, pode ocorrer febre, anorexia,
ictericia, hemoglobindria e alta mortalidade, ppatmente de recém-nascidos.
Geralmente, os sorovares associados com este gé@adicierohaemorrhagiaeTambém
nos animais jovens, durante a fase de aleitamgmdem ocorrer casos de encefalite
caracterizados por incoordenacdo motora e acesso&ulsivos com movimentos de
pedalamento (FAINE, 1982).

Na forma cronica da leptospirose suinanum nos animais adultos, pode ocorrer a
leptospiruria, geralmente com o soropamona sendo 0s suinos considerados hospedeiros
de manutencéo. A infertilidade, com a ocorréncialo@tamentos e natimortos, € comum
aos sorovaresanicola, pomona e icterohaemorrhagi@ASTOS, 2006; ELLIS, 1999).

A ocorréncia da leptospirose em unecéon de suinos no setor de gestacéo resulta
em elevado aumento da infertilidade das fémeasodeprsras como retornos de cio
aciclicos, anestro e ocorréncia de abortamentejudicando a taxa de parto do plantel
(EDWARDS, 1979). O numero de abortamentos em fémexasm-infectadas pode chegar
a alguns casos em mais de 20%, geralmente nassjeweteém-adquiridas.

As fémeas mais velhas geralmente fitaomes. Entretanto, na primeira ocorréncia
da doenca no plantel, todas as faixas etariasrdea® podem abortar. As fémeas abortam
somente uma vez, desenvolvendo suas gestacdes rigreste normalmente
(DANNEMBERG et al, 1975)(figura 2). No setor de maternidade, s&owt 0s partos
distocicos, baixo numero de nascidos totais, meagfio fetal, natimortos, nascimento de

leitdes fracos que ndo sobreviverdo, aumentanddisggivamente o indice de mortalidade



destes animais e reduzindo o nuimero de leitdesateados por porca/ano. (EDWARDS,
1979). Estes dados foram confirmados por FERREIEA®let al (1997) em que também
relataram um namero elevado de nascimento de deitf@bilitados de fémeas suinas

sororeagentes para o sorov@erohaemorrhagiae.
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Figura 2. Foto de um aborto provocado pela leptospirose (Caréuga, 06/07/2005).

2.10 Epidemiologia

A leptospirose é considerada um paradigma eea$r doencas infecciosas. A
globalizacao e as desigualdades sociais produzeirdgs epidemioldgicos divergentes
para pobres e ricos (McBRIDE et al., 2005). O cagaransmissao da leptospirose envolve
a interacdo entre reservatorios animais, um anwidavoravel e grupos humanos
susceptiveis. Os fatores de risco associados eccéde dependem, portanto, de
caracteristicas da organizacao espacial dos etmaass e das condigdes de vida e trabalho
da populacdo (MURHEKAR et al., 1998).

Em paises desenvolvidos a leptospirose estaimmemte associada a pratica de
atividades recreacionais, viagens e esportes a&qeatcomo, por exemplo, natacao,

canoagemafting e pesca em agua doce (PLANK; DEAN, 2000). No entamincidéncia
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€ maior nos paises quentes e/ou em desenvolvin@ortcausa da maior sobrevivéncia da
leptospira e do contacto mais freqiente com anismasibiente contaminado. A doenca é
sazonal (verdo e outono) nos paises temperadesnganha a precipitagdo pluviomeétrica
nos paises tropicais (LEVETT, 2001). O diagnostiegficiente da infeccdo associado a
doenca autolimitante faz com que o numero real dsox seja, frequentemente,

subestimado.

2.11 Patogenia

A patogenia da Leptospirose inclui a penetracamatbs microrganismos através
de mucosas (ocular, digestiva, respiratoria e géninaria), da pele escarificada e
inclusive da pele integra, em condicbes especiadsfgvorecam a dilatacdo dos poros,
como ocorre quando da permanéncia por tempo pratttngem colecbes de agua
contaminada (BLENDEN, 1976). Vencidas as barral@gorta de entrada, as leptospiras
multiplicam-se ativamente no intersticio e nos htgamrganicos (sangue, linfa e liquor),
caracterizando um quadro agudo, septicémico (lpptmia). As lesbes primarias sdo
atribuidas a acdo mecéanica do microrganismo nagasékndoteliais de revestimento
vascular. A consequéncia direta da lesdo dos pequasos sdo as hemorragias, seguidas
da formacao de trombos e do bloqueio de aporteusaag nas areas acometidas-enfartes
(FAINE, 1982). Os sinais clinicos evidenciado petspedeiro infectado sdo variaveis de
acordo com a extensdo das lesbes e o tipo de atyépdo. Se os mecanismos de defesa
do hospedeiro suplantam as lesdes e consequetdgesc@és funcionais sdo atingidas o
segundo periodo clinico referido como de imunidga®senca de anticorpos circulantes) e
de leptospirdria (presenca de leptospiras na uriMe¥ta etapa ocorre a colonizacdo dos
tubulos renais pelas leptospiras, local privilegiaohde o agente fica protegido da
imunidade humoral (FAINE et al., 1999). A excrecéimaria de leptospiras € intermitente
e pode ser de longa duracéo, dependendo dos hosgeml@mais acometidos e do sorovar
de leptospira envolvido. Nos roedores infectadgsegenca de leptospiras na urina pode
ser permanente. Nos animais de producdo acomettdeptospiras tém sido evidenciadas
tanto na urina como no sémen e em corrimentos &&gio que confirma ndo s6 a
colonizacdo dos tubulos renais como também dososrgi reproducdo e das suas
glandulas anexas, (ELLIS, 1994). A partir da iretdb do periodo de imunidade e
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leptospiruria, algumas lesbes poderdo ser estatb@decdevido agora a persisténcia do
microrganismo em locais especificos aonde ocoresagdes de hipersensibilidade do tipo
l1l, nas quais ha a deposicdo nos tecidos de imamplexos formados “in vivo”. E a partir
deste mecanismo que sdo explicadas as lesbes denaisfrite intersticial cronica e as
oculares, uveites. (TURNER, 1967). Dentre os amind® producdo explorados em
ecossistemas rurais, as manifestacdes clinicasfragigentes séo as da esfera reprodutiva
com abortamento, usualmente no terco final da géstanfertilidade, esterilidade ou o
nascimento de produtos a termo debilitados que amomos primeiros dias de vida
(GUIMARAES et al.,, 1982/1983; ELLIS, 1994; FERREIRNETO, et al., 1997;
DELBEM, et. al. 2002), no entanto, alguns sinaigipalares podem ser observados de
acordo com a espécie animal e em determinadasfatégias em suinos jovens, durante a
fase de aleitamento, podem ocorrer casos de emeefalacterizados por incoordenacéo
motora e acessos convulsivos com movimentos delgmedato (FAINE, 1982). Em
bezerros jovens pode ser observado um quadro tebmilictericia e hemoglobindria o qual
solicita o estabelecimento de um diagndstico difeie¢ com a tristeza parasitaria (infeccao
por Babesias e Anaplasmas). Nas vacas adultasicias com aptiddo leiteira pode haver a
infeccdo da glandula mamaria com mastite atipicaindicdo da secrecdo de leite, Ubere
flacido e leite manchado por coagulos de sanguelLI& 1994; FAINE, 1982). Nos
cavalos a manifestacao clinica mais frequente@mpoometimento do globo ocular com a
presenca de uma conjuntivite recidivante que pudkiig para a cegueira. As repeticoes de
cio também tém sido verificadas, no entanto, at§oedos abortamentos ainda € um ponto
controvertido. (FAINE et. al.,, 1999; GIRIO, et.,al999). Nos caes verifica-se febre,
vomitos, diarréia, hemorragias, ictericia e urentam alto grau de letalidade por

insuficiéncia hepética e renal (FAINE et. al., 1999
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2.12 Diagnéstico

A interpretacdo dos resultados sorolig)i€é complexa por varios fatores: reacao
cruzada de anticorpos, titulos de anticorpos imthszpor vacinacéo e a falta de consenso
sobre que titulos de anticorpos sao indicativosntezcdo ativa. Normalmente titulos de
anticorpos > 100 sédo considerados significantes. résposta a vacinagédo, no geral o
rebanho desenvolve baixos titulos de anticorpastiaghtes (100 a 400) e estes persistem
por um a trés meses. Entretanto, alguns animagnhdelyem altos titulos apos a vacinagéao
gue reduzem com o tempo, podendo persistir pormeses ou mais (BOLIN e ALT,
1999). O ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assayim teste imunoenzimatico que
permite a detec¢do de anticorpos especificos éidawado uma prova sensivel no
diagnostico da leptospirose, entretanto em regiiede a vacinacdo € comumente
realizada, poderd ocorrer a presenca de resultéalss-positivos. TAGLIABUE &
FARINA (1995), realizaram experimento com a padragéo do ELISA no diagndstico
sorolégico dos bovinos, obtendo bons resultados@nparacdo ao método de aglutinagéo
microscopica, o que também consideram BERCOVICH@L%nde se referem ao ELISA
como meétodo de diagnostico vantajoso frente ae tstglutinacdo microscopica.

A marcacao fluorescente de anticerpmmbém é um método de diagndstico
rapido e preciso na deteccdo de leptospiras. Ute tis fixacdo de complemento tem
eficiéncia comparavel ao teste de aglutinacdo reatoica (BLOOD et al., 1988).

A reacdo de macroaglutinacdo é idensda género especifico, e deve ser
utilizada como prova de triagem. Os antigenos egaples constam de suspensdo
concentrada de leptospiras inativadas pelo formplo@gem ser adquiridos em kits no
comeércio. Esta prova apresenta algumas divergéramaso o aparecimento frequiente de
resultados falsos negativos e com menor frequéteifalsos positivos. Este teste reage
melhor contra soros colhidos na fase aguda da ddéAgNGONI, 1996).

O diagnéstico da leptospirose animadiayse fundamentalmente nos resultados
obtidos em exames laboratoriais que determinamesepga do agente etiologico ou de
anticorpos humorais induzidos pelo mesmo. A demag&b do agente etioldgico pode ser
estabelecida por métodos de visualizagéo (exameseofem campo escuro, coloracao pela

prata, imunofluorescéncia direta), métodos de waltiinoculacdo em animais de
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laboratorio (hamster), e pela demonstracdo do amisteico do agente infeccioso, PCR
(FAINE, et al., 1999).

Os materiais indicados para encowimoagente etiologico séo: sangue (pico
febril), materiais colhidos por ocasido de nec@pgado e rins; produtos do abortamento
estomacal do feto, figado, pulm&o ou humor vitreofeto, urina, fase de imunidade e
leptospiraria. Todos estes materiais devem seridmshe processados tomando-se 0s
cuidados de assepsia e submetidos ao laboratdmai® rdpido possivel. A pesquisa de
anticorpos ja é possivel a partir da primeira senap®ds o inicio dos sintomas e o material
examinado € o soro sanguineo que deve ser armazematémperatura de congelamento e
transportado sob refrigeracéo. (SANTA ROSA, 1970).

Os métodos de cultivo de leptospitdm sido aprimorados (PASSOS et. al.,
1988). A partir do sucesso no isolamento de uma depleptospira torna-se necessaria a
tipificacdo da amostra isolada que envolve o premd soro hiperimune seguido do
encaminhamento da amostra e do respectivo antipgsoeolaboratério de referéncia aonde
sera efetuada a tipagem através do teste de absorgzada de aglutininas (FAINE et al.,
1999) ou do emprego de uma colecédo de anticorpo®ctanais (FAINE et al., 1999). A
identificacdo priméaria em nivel do sorogrupo poeeefetuada em laboratérios de rotina,
desde que os Laboratérios de Referéncia fornecairs@ns policlonais oficialmente
controlados.

As novas técnicas de biologia moleculEINEMANN et al., 1999;
HEINEMANN, et al., 2000; RICHTZENHAIN, et al. 2002ferecerem grandes vantagens
em relacdo as limitagcbes dos métodos classicosutlvoc e inoculacdo em animais
(rapidez, praticidade, sensibilidade), entretargon@todos classicos ainda ndo podem ser
abandonados, pois sO através deles é que € possigehhecimento da identidade
antigénica dos sorovares presentes em uma dada (ERINE et al., 1999).

Dentre os meétodos de laboratério quesleaw a presenca de anticorpos anti-
leptospira, o teste de soroaglutinacdo microsc@£a) com antigenos vivad&GALTON
et al., 1965; SANTA ROSA, 1970; COLE et al., 1978hda é o teste aceito como padréo,
no entanto € um procedimento trabalhoso, restritolal@oratorios especializados
(VASCONCELLOS, 1979).
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Alternativas para o teste classicd&céé/ aplicada ao diagnostico da leptospirose
animal tém sido investigadas e incluem o empregediiepes aquicolas como antigeno
género especifico (SANTA ROSA, 1978; CALDAS, 198ENOVEZ, 1985; GIRIO, et
al.,, 1985; CALDAS et al., 1991; VIEGAS et al., 199¥IEGAS et al., 1994,
VASCONCELLOS et al. 1989a, VASCONCELLOS et al., 288VASCONCELLOS, et
al.,, 1990; Teste de Aglutinacdo Macroscopica (MAREDLI, et al., 1974,
YANAGUITA, 1987, CALDAS et. al. 1997/1998; LILENBAM, et. al., 2002b; e Teste de
contraimunoeletroforese (GENOVEZ et al.,, 2001). Biatanto os resultados obtidos
indicam estas provas apenas como métodos de triagem

O aprimoramento de reacdes imunoertda® ainda em nivel experimental,
talvez venha a oferecer alternativas para o aumdatomferta de testes soroldgicos
aplicados ao diagnostico da leptospirose animalNEAet al., 1999).

A colecao de antigenos mantida poidabuoratério que execute o teste SAM como
método de rotina pode variar de uma localidade parnatra e também segundo as espécies
animais cujos soros sdo examinados, no entantofiparde Vigilancia Epidemioldgica é
recomendavel que as cole¢des sejam constituidagpelmmmenos uma variante sorologica
por sorogrupo e de algumas estirpes de importéegianal (FAINE, 1982).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1.0rigem das amostras de soros

Os pontos de coleta foram selecionados de acoamlo a quantidade, a
disponibilidade, as intera¢cdes intra e interespasfe a disponibilidade dos recursos aos
guais os suinoapresentaram-se na localidade. Foram selecionades Idcalidades por
conveniéncia no Estado do Rio de Janeiro, e qeedem caracteristicas de criacdes rurais,

tendo como municipios base Rio Claro e Pirai (Tabg).

3.2. Coleta e processamento das amostras

As amostras foram encaminhadas soligeeicdo ao Laboratério de Coccideos
situado no Instituto de Veterinaria da Universiddegeral Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ) para realizacdo dos procedimentos dosstésberatoriais tendo como apoio o
Centro Nacional de Referéncia para Leptospiroséndtituto Oswaldo Cruz FIOCRUZ
MS e do Instituto de Tecnologia de Imunobiol6giE6@CRUZ MS.

De cada animal foi colhida por venopuncao jugulmawamostra de 5 ml de sangue
com seringa do tipo vacuntainer em frascos esté&esangue colhido foi centrifugado e o
soro obtido foi acondicionado a -20°C até a regfipados testes.

Os municipios selecionados € base dimltras do Laboratério de Coccideos e
correspondem a uma amostragem significativa palezagdo deste trabalho.

A populacdo de suinos dos municipios selecionado®itida dos arquivos do
censo agropecuario do ano de 2006 (IBGE, 2008) daasndas visitadas foram
selecionadas através do conhecimento da area dAERIA

N&o foram obtidos dados de vacinacdo eedistros de histérico de doencas dos

animais por ndo ter campanhas de vacinacao.
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3.3. Preparacao do antigeno

As culturas de leptospiras provet@endo Centro de Nacional Referencia para
Leptospirose foram mantidas entre cinco e dez di&8°C em meio de Ellighausen
(EMJH-Difco) em volume de 10 ml enriqguecido comosde coelho. Apds este tempo,
verificou-se o grau de pureza em microscopia dgpoagscuro.

Em segunda passagem foram inoculadasaerafags com 100 ml do mesmo meio de
cultura e deixadas na estufa a temperatura de 28%¢,agitacdo constante. Durante sete
dias realizou-se novamente a verificacdo do graputeza e por fim o material foi
inoculado em garrafas de 1000 ml com o0 mesmo meiouttura e mantendo os mesmos
procedimentos.

Apbs o cultivo a uma concentracao de 0,3%v/v a 3Cduas horas, adicionou-se
formol nos antigenos. Posteriormente, estes forantrifugados a 8000 rpm por 30
minutos, desprezando-se o sobrenadante e lavandoesatrifugado em solucdo salina
(0,99 % de NaCl) a uma concentracdo de 1,7 X Ieptospiras por ml e deixado a

temperatura de 4°C por 24 haras

3.4.Soroaglutinacao microscopica

Foi utilizada a técnica de soroaght#o microscopica (GALTON et al., 1965;
CALDAS et al., 1991; VIEGAS et al., 1993; VIEGAS at, 1994) com uma colecdo de
antigenos vivos que incluiu 20 sorovares de leptaspatogénicasa(stralis, autumnalis,
bataviae, canicola, celledoni, cynoptery, djasimagyippotyphosa, hebdomadis,
copenhageni, icterohaemorrhagiae, javanica, panapmmona, pyrogenes, hardjo, wolffi,

saxkoebing, shermani, tarassovi).
3.5.Triagem
O soro foi diluido 1:50 para cadaosar, colocando-se 100 pl deste em 4,9 ml

de PBS pH 7,6 em tubo de ensaio tipo WasserfhaBm microplaca devidamente

identificada, foram pipetados 5@l de cada amostra diluida nos respectivos pogos.
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Procedeu-se da mesma forma para o controle, uilzae PBS pH 7,6. A seguir foram
pipetados 50ul das suspensfes antigénicas correspondentes, etangiy-se assim a
diluicdo 1:100. As placas foram mantidas em est8 °C por 60 minutos, e a seguir, com
o auxilio de alca bacteriolégica de dois mm de @i colocou-se uma gota de cada
poco, dispostas em fileiras sobre lamina micros@mxaminando-se sem a utilizacdo de
laminula, em microscépio com condensador de campore, utilizando-se a objetiva e a
ocular de 10X. Foram consideradas reagentes agrasigsie apresentaram 50% ou mais
de leptospiras aglutinadas, tendo como referéngiaespectivos controles. As amostras

positivas foram tituladas para verificacdo do ¢itié anticorpos aos sorovares reagentes.

3.6.Titulagao

A partir da diluicdo 1:50, foram paeadas mais cinco diluicbes consecutivas e ao
dobro, em microplacas com fileiras de seis pocasespondendo a titulacdo de um
determinado sorovar. Foram pipetados ilD@o soro diluido no primeiro poco da reacao
do sorovar em teste, e 0 de PBS pH 7,6 nos demais pocos para este sorBaed. a
obtencdo da diluicdo final desejada, foi pipetadopub da primeira diluicdo, e apds
homogeneizacao, para a seguinte, agindo-se asseastvamente, desprezando-sgbfa
ultima diluicdo, obtendo-se as diluigdes 1:50, 0;10200, 1:400, 1:800 e 1:1600, em cada
fileira. Foi utilizado também um pogo como contrdéecada antigeno testado.

A seguir foram pipetados p0de antigeno, ou seja, do sorovar correspondente e
cada poco, bem como no controle, e as diluicdasatam-se equivalentes a 1:100 até
1:3200. As placas foram incubadas a 37 °C por 6tos, e a leitura foi realizada como
descrito para a prova de triagem. Foi consideraaaoctitulo a maior diluicio do soro,
capaz de aglutinar 50% ou mais das leptospirasetpdo ao controle. Foram consideradas

positivas as amostra de soro com titulos iguasuperiores a 100.
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3.7.Soroaglutinacdo macroscopica

Na realizacdo da sorologia de maduiagcao, foi utilizada uma placa de vidro
transparente, com 45 quadrados de 2cm x 2 cm,agijiet 20 pl e 100 pl com ponteiras
estéreis, uma caixa de fundo e paredes escurasimantmpada de 40W, um anteparo na
metade superior e agitador de plataforma.

Na soroaglutinacdo macroscopicanfosgguidos 0s seguintes procedimentos: na
placa de vidro bem limpa e no meio de cada quadiadocou-se 20 pul de soro de suino a
ser pesquisado; em seguida, acrescentou-se acs¢adoque se misturassem, 55 pl de
antigeno; homogenizou-se bem com bastao de vidsinglar, sendo em seguida colocado
sob agitacdo por 10 minutos em agitador tipo Kplataforma), a uma rotacdo de 110 rpm,
tendo-se o cuidado para evitar a secagem da reAci&iura do teste foi realizada com
auxilio de uma fonte luminosa indireta e fundo escaom dimensfes 35 x 35 x 30 cm,
observando-se assim os niveis de aglutinacéo.

O teste foi padronizado da seguiotena: os soros foram classificados com os
seguintes critérios: ++++ aglutinacdo total (grunaispersos em fundo limpido), +++
aglutinacdo de aproximadamente 75% (grumos dispersafundo levemente opalescente),
++ aglutinacdo de 50% (grumos dispersos em fundalespente), + aglutinacdo de
aproximadamente 25% (grumos dispersos em funddaxaenopalescéncia) e negativo

Figura 3. Foto de reagédo de soroaglutinacdo macroscopicagipa uma reacao negativa,
segunda uma reacdo de +++ cruzes, terceira umaordact+++ cruzes ( fonte: manual de

instrucdo kit macroaglutinacdo/FIOCRUZ).
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(auséncia de grumos) (Figura 4). Considerou-se coeagente na sorologia de
macroaglutinacdo os soros que apresentaram agl@tingual a superior a uma cruz. Os
soros negativos foram diluidos a 1:4 em salinalbgica (0,99% de NaCl) e retestados
conforme os critérios anteriormente descritos, coafjetivo de evitar os falsos negativos
em decorréncia do efeito prozona, que é a auséacraacdo imunoldgica detectavel em
um sistema de teste na presenca de baixas diluigdasti-soro de alto titulo. Isto pode ser
devido a um largo excesso de anticorpo ou a imbigiaglutinacdo pelo complemento ou
anticorpo nao aglutinante. (MORRIS, 1982).

3.8. Avaliacao estatistica

As analises estatisticas para o estudsusgensdes foram feitas atradésmodelo
linear logistico com objetivo avaliar a probabiliéade ocorréncia de soros positivos e
soros falsos positivos tendo como base a micraaghio. Esse modelo é muito utilizado
para descrever a probabilidade de ocorréncia dewento (COSTA, 1997), a andlise da
sensibilidade que é a capacidade de um teste aletectnimais verdadeiramente doentes,
foi avaliada para observar proporcdo de animais @ndoenca, quanto maior a
sensibilidade, menor a possibilidade de obtencéoedeltados falsos negativos, porém
guase sempre € menor a especificidade. A espdeifiei também foi analisada para
detectar os individuos verdadeiramente sadios, tquasaior a especificidade, menor a
possibilidade de obtencdo de resultados falsodiymsi poréem quase sempre € menor a
sensibilidade. Em complemento dos testes forarnsfess valores preditivos positivos e
negativos para deteccdo de animais realmente adfeste resultados para animais que nao
estéo infectados respectivamente.

Para comparacdo das analises estatistca fincluidos no estudo o teste de Qui-
quadarado (X) e o coeficiente de Kappa com as finalidades dificar se a distribuicéo
dos resultados observadas se desvia significativ@ma@os resultados esperadas e de

avaliar a concordancia entre os resultados obtekysectivamente.
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3.9. Etapas

O presente trabalho em sua fase laboratorial feémelvido de acordo com as seguintes
etapas:

a) Cultivo das cepas — Ellighausen-Mc Cullough ricalio por Johnson & Harris (EMJH)
30 dias;

b) Preparacdo das suspensdes antigénicas, conmdasenica utilizada por GALTON et
al.,, (1958), pela inativacgdo em formol 0,3% por -ulhoras, com 0s sorovar
icterohaemorrhagiae copenhageni pomona, em forma de suspensdo Unica ou em

combinacdes de dois sorovares;

c) Sorologia de Microaglutinacdo (Recomendacao &)

d) Teste de macroaglutinacdo, utilizando-se as esns§es antigénicas
icterohaemorrhagiae copenhageni pomona, icterohaemorrhagiae + copenhageni
pomona+ icterohaemorrhagiagopenhagent pomona,e comparacdo com os resultados
da soroaglutinacdo microscopica;

e) Formulagédo de um “kit” para o diagnostico enmesi

3.10.Suspensbes antigénicas propostas
- Suspensdo Aomona
- Suspenséo Bcterohaemorrhagiae
- Suspenséo @openhageni
- Suspensédo pomona + icterohaemorrhagiae
- Suspensédo Fiomona + copenhageni

- Suspensao ieterohaemorrhagiae + copenhageni
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para alcancar o objetivo proposto, rforabtidas 154 amostras provenientes de
matrizes de suinos e animais jovens, da RegidoFBuhinense do Vale do Paraiba

Fluminense tendo como municipios bases Rio Cl&ioa¢, com o apoio da EMATER.

Tabela 1.Localidade, local de coleta e data das coletas@stras de sangue dos
suinos na regiao rural, Municipios de Pirai e Rer@cno Estado do Rio de Janeiro,

RJ.

Municipio Propriedade NUmeros de amostras Data
Rio Claro Propriedade 1 3 21/08/07
Rio Claro Propriedade 2 17 28/08/07
Rio Claro Propriedade 3 22 27/09/07
Pirai Propriedatl 43 21/08/07
Pirai Proprieddsl 21 21/08/07
Pirai Propriedal 13 28/08/07
Pirai Propriedati 10 28/08/07
Pirai Proprieddl 25 28/08/07

Foram obtidos 79 soros positivos e @S negativos decorrentes de coletas em
fazendas da Microrregido Vale do Paraiba Fluminenserida na Mesorregido Sul
Fluminense (Figura 4).
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Figura 4 Mapa das Microrregides do Estado do Rio de Ja(lBIGE, 2008).

Os soros de suinos foram selecions@ndo-se em consideracdo a sorologia de
microaglutinacdo, como preconiza a Organizacdo Ml Saude, para o diagnoéstico
laboratorial da leptospirose humana e animal.

A tabela 3 apresenta comparacdo destadses da suspensdo “Apgmoma com
0s resultados do teste de microaglutinagdo. Observgue um total de 103 soros, 29
reagentes e 74 nao reagentes na sorologia de gltinacao, 20 apresentam-se reagentes
tanto na macroaglutinagdo como na microaglutina@g@presentam-se reagentes na
microaglutinacdo e n&o reagentes na macroaglubn&y@s 74 soros ndo reagentes na no
teste de microaglutinagdo, 3 apresentam reatividemlemacroaglutinacdo e 71 soros

apresentaram-se ndo reagentes em ambos os teswfcakAm-se o0s resultados da
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suspensdo “A” gomond com 88% de sensibilidade e 86% de especificidadealor

preditivo positivo de 68% enquanto para o valodipr& negativo 95%.

Tabela 2 Comparagcdo dos resultados obtidos dos testes id®aglutinacdo com o
sorovar pomond e da macroaglutinacdo com a suspenséo gé‘hona para diagnéstico
da leptospirose suina.

Microaglutinagéo Macroaglutinacéo
Reagentes N&o reagentes Total
Reagentes 20(68,9%) 9(31,1%) 29(28,2%)
N&o reagentes (499 71(96%) 74(71,8%)
Total 23(22,3%) 80(77,7%) 103(100%)

A Tabela 4 apresenta os resultados da o@o@a entre a suspensao “B”
(icterohaemorrhagiag) utilizando-se a sorologia de macroaglutinacdontére a
microaglutinagdo. Observa-se que de um total de ddrbs, 36 reagentes e 75 néo
reagentes na sorologia de microaglutinacdo, 21saptaram-se reagentes tanto na macro
como na microaglutinacdo e 15 apresentaram-se memg@a microaglutinagdo e nao
reagentes na macroaglutinacdo. Dos 75 soros ngemntes no teste de microaglutinacdo 4
apresentaram reatividade na macroaglutinacdo eprdsentaram-se ndo reagentes em
ambos os testes. A sensibilidade e especificidadaudpensao “B’i¢terohaemorrhagiae
obtiveram valores respectivamente de 84% de séidaitie e 82% de especificidade e para

valor preditivo positivo 58% e para valor preditivegativo 94%.
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Tabela 3 Comparacdo dos resultados obtidos dos testesici®aglutinacdo com o
sorovar fcterohaemorrhagiae e da macroaglutinacdo com a suspensdo “B”
icterohaemorrhagiaepara diagnoéstico da leptospirose suina.

Microaglutinacéo Macroaglutinagédo Total
Reagentes Nao reagentes

Reagentes 21(58,3%) 15(41,7%) 36(32,4%)

N&o reagentes 4(5,3%) 71(94,7%) 75(67,6%)

Total 25(2%5 86(77,5%) 111(100%)

Na Tabela 5 estdo demonstrados ostae®sl da comparacao entre a suspensao “C”
(copenhageni) utilizando-se a sorologia de macroaglutinacdo amparacdo com a
microaglutinacdo. Observamos que de um total 8@ssdr2 reagentes e 75 néo reagentes
na sorologia de microaglutinacdo, 5 apresentarameagente tanto na macro como na
microaglutinacdo e 7 apresentaram-se reagente c@aglutinacdo e ndo reagentes na
macroaglutinacdo. Dos 75 soros nao reagentes ne t@s microaglutinacdo, 4
apresentaram reatividade na macroaglutinacao erésentaram-se nao reagentes nos dois
testes. Os resultados da suspensao ‘GOpd&nhageni sendo a sensibilidade 55% e a
especificidade de 91% com valor preditivo positde41% e valor preditivo negativo de
94%.
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Tabela 4 Comparagdo dos resultados obtidos dos testes id®aglutinacdo com o
sorovar topenhageriie da macroaglutinagdo com a suspensao ¢@jenhagenipara
diagnéstico da leptospirose suina.

Microaglutinacéo Macroaglutinagéo Total
Reagentes Nao reagente

Reagentes 5(41,7%) 7(58,3%) 12(13,%)

Nao reagentes 4(5,3%) 71(94,7%) 75(86,2%)

Total 9(10,3%) 78(89,7%) 87(100%)

A Tabela 6 apresenta os resultadosodgaracdo entre a suspensdo fiomona
mais icterohaemorrhagiaejuntas, utilizando-se a sorologia de macroaglgéionaem
comparagdo com a microaglutinacdo. Observa-se guerdtotal de 140 soros, destes 66
reagentes e 74 nao reagentes na sorologia mictmegiéio, 58 apresentaram-se reagentes
tanto na macro como na microaglutinagdo e 8 api@sen-se reagentes na
microaglutinagcdo e ndo reagente na macroaglutin@d® 74 soros nao reagente no teste
de microaglutinacdo, 7 apresentaram reatividade maroaglutinagdo e 67 soros
apresentaram-se nao reagente tanto na micro commaa@aglutinagédo. Os resultados da
suspensdo “D’pomonamais icterohaemorrhagiaecomo suspensdo Unica tendo como
resultado 89% de sensibilidade e 89% de espedtieidO teste apresentou valor preditivo

positivo de 87% e para valor preditivo negativo 90%
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Tabela 5 Comparacédo dos resultados obtidos dos testesici®aglutinagdo com o
sorovar ‘pomonae icterohaemorrhagiaee da macroaglutinagdo com a suspenséo “D”
pomonae icterohaemorrhagiagpara diagnéstico da leptospirose suina.

Microaglutinacéo Macroaglutinagéo Total
Reagentes N&o reagent

Reagentes 58(41,4%) 8(5,7%) 66(47,1%)

Nao reagentes 7((9,46%) 67(90,54%) 74(52,9%)

Total 65(46,4%) 75(53,6%)  140(100%)

A Tabela 7 apresenta os resultadosothparagao entre a suspensaop@&hona
mais 0 sorovarcopenhagenicomo uma Unica suspensdao, utilizando-se a sorolbgia
macroaglutinacdo em comparacdo com a microagl@magbserva-se que de um total de
116 soros, 41 reagentes e 75 ndo reagentes nagarde microaglutinacdo, 25 dos soros
apresentaram-se reagentes tanto na macro comocr@agiutinacdo e 16 apresentaram-se
reagentes na microaglutinacdo e nao reagentes osagautinagdo. Dos 75 soros néo
reagentes no teste de microaglutinacdo, 6 apreaenta@atividade na macroaglutinacao e
69 apresentaram-se nao reagentes em ambos osRestea suspensao “pdmonamais o
sorovarcopenhagencomo suspensédo unica demonstrando 80,6% de sateibile 81%

de especificidade como valor preditivo positivasdéso e valor preditivo negativo de 92%.
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Tabela 6 Comparacdo dos resultados obtidos dos testesicteagiutinacdo com o0s
sorovares jomonae copenhageniie da macroaglutinacdo com a suspensaopttionae
copenhagenipara diagnostico da leptospirose suina.

Microaglutinacéo Macroaglutinagéo Total
Reagentes NEagentes

Reagentes 25(61%) 16(39%) 41(35,3%)

Nao reagentes 6(8%) 69(92%) 75(64,7%)

Total 31(26,7%) 85(73,7%)  116(100%)

A Tabela 8 apresenta os resultadoscalaparacdo entre a suspensdo “F’
icterohaemorrhagiae mais copenhageni juntas, utilizando-se a sorologia de
macroaglutinacdo em comparacdo com a microagldtmagbservou-se 124 soros no total,
48 reagentes e 76 ndo reagentes na sorologia deagiatinacdo, 26 soros apresentaram
reatividade em ambas as técnicas e 22 apresensaragagente na microaglutinacdo e nao
reagente na macroaglutinacdo. Dos 76 soros naermntesgno teste de microaglutinagéo, 8
apresentaram reatividade na macroaglutinacdo ep68sentaram-se nao reagente em
ambos os testes. Os resultados da suspensao “HO teterohaemorrhagiaemais
copenhagenicomo suspensdo Unica com valores de 76% de defesiei e 75% de

especificidade, com valor preditivo positivo de 5d%9% para valor preditivo negativo.
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Tabela 7. Comparagdo dos resultados obtidos dos testes id®aglutinacdo com o
sorovar fcterohaemorrhagiae copenhagefiie da macroaglutinacdo com a suspenséao “F’
icterohaemorrhagiae copenhagenipara diagnoéstico da leptospirose suina.

Microaglutinagéo Macroaglutinagédo Total
Reagentes N&o reagente
Reagentes 26(20,9%) 22(45,8%) 48(38,7%)
N&o reagentes 8((10,5%) 68(89,5%) ((Ba.,3%)
Total 34((27,4%) 90(72,6%) 124(100%)

Analisando a sensibilidade das suspensbservou-se a suspeng@mmonamais
icterohaemorrhagiaecomo a que obteve o melhor resultado dentre a&s ssEpensdes
testadas com um indice de 89% e a especificidaglenglhor apresentou melhor indice foi
a copenhagenikEstes resultados demonstram as evidéncias saratogbtidas onde suinos
abatidos para consumo humano nas cidades de Tindor-Weresina-Pl foram infectados
pelos sorovaresicterohaemorrhagiae, canicola, autumnalis, pyrogengpomona e
copenhageni também sdo semelhantes aos obtidos em estwlzmdes com suinos das
cidades de Vigcosa e Ponte Nova, e dos estadosodgr&ide do sul e Goias (FARIA et al.,
1989; OLIVEIRA et al. 1995; SOUZA, 2000).

No conjunto a suspensdo com melhores indices d#drtade e especificidade foi
pomonamaisicterohaemorrhagiagtabela 5). Este resultado € comprovado os estielos
SANTA ROSAet al (1969/70), OLIVEIRA (1977), RAMOStal. (1981), VIEGASet al.
(1980), LARSSONEet al. (1984) e OLIVEIRAet al. (1987) e por CARVALHO et al.
(1990) e VIEGAS et al. (1980) obtidos no PR, GO @ §ue acusaram 0 sorovar.
icterohaemorrhagiaecomo mais frequente e sugeriram que a evolucdsudecultura
nacional, observada nos ultimos anos deve ter madd o perfil da infeccdo por

leptospiras, na qual o soroyamonatradicionalmente mantido pelos proprios suinos es
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sendo substituido pelacterohaemorragiaecujo achado fomenta a implantacdo de
procedimentos destinados ao controle de roedamastsbpicos como parte do manejo das
criacoes

Da comparagédo pelo conjunto dos resodtadios valores preditivos positivos e
negativos observou-se a suspens@dmonamaisicterohaemorrhagiaeeomo a que melhor
apresentou resultado com percentuais de 87 % er@§8éctivamente, como demonstrado
na figura 6,Mason et al. (2002) examinaram anticorpos conpto&piras em 195 soros de
porcos selvagens abatidos em temporada de cacastclfa. Eles utilizaram 14 sorovares
previamente isolados de suinos domésticos e selvaga regido. Os resultados
demonstraram aglutininas em 20% dos soros testatho®d que 0 sorovaomonafoi mais
frequientemente detectado.

As andlises estatisticas pelas easittas dos parametros do modelo linear
logistico confirmam os resultados da probabiliddeéeocorréncia de positivo ou falso
positivo, demonstrando na tabela 8, a suspemsfnona mais icterohaemorrhagiae
apresentou 87,8% de positivos e 12,1% de falsostiyuss este resultados foram
comprovados por Girio et al. (2004) que examino@aB@stras de soros de porco monteiro
provenientes da Regido de Nhecolandia utilizando stfovares na prova de
microaglutinacdo. Sete soros foram reagentes (17,9®ndoicterohaemorrhagiaee

copenhagends sorovares observados com maior freqiiéncia.
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Tabela 8 Probabilidade de ocorréncia de positivo ou falssitivo das suspensdes
antigénicas através do Modelo Linear logistico.

Suspensdes de Probabilidade
Antigenos Positivo Falso positivo
A 22,5% 77,5%
B 58,3% 41,6%
C 41,6% 58,3%
D 87,8% 12,1%
E 60,9% 39,0%
F 54,1% 45,8%
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Tabela 9. Resultados comparativos dos testes de avaliagbessdspensoes

antigénicas.
Valor Valor
Suspensdes de antigenos Sensibilidade | Especificidade | Preditivo | Preditivo X? Kappa
(%) (%) Positivo | negativo
(%) (%)
“A” pomona 88 86 68 95 p<0,0001 0,28
“B” icterohaemorrhagiae 84 82 58 94 p<0,0001 0,98
“C” copenhageni 55 91 41 94 p=0,002 0,98
“D” pomona +
icterohaemorrhagiae 89 89 87 90 p<0,0001 0,99
“E” pomona +
copenhageni 80,6 81 61 92 p<0,0001 0,99
“F” icterohaemorrhagiae
+ copenhageni 76 75 54 89 p<0,0001 0,99
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5. CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho permitiram avali eficiéncia de um teste de
triagem que seja rapido, de facil execucao, baisboce com um grau de especificidade

elevado, aplicando no diagnéstico da leptospirosswEnos.

A suspensdo antigénica que continha a combinac& sdoovarespomona +

icterohaemorrhagiaegpresentou os melhores indices de sensibilidadpexificidade;

Com as conclusdes de todos os resultados avaliestasisticamente a suspensao
pomona + icterohaemorrhagiaepteve os melhores resultados para formulacaode u

kit para diagndstico da leptospirose em suino;
A estabilidade da suspensdo pode ser mantida poramno, sem alteracbes nas

propriedades antigénicas, possibilitando a preparate um “kit” que podera ser

comercializado.
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