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RESUMO: Procurou-se avaliar a potencialidade do emprego das es-
Pr es alqmcolas,Patoc I, Rutino ‘e Buenos Alres no dlagnostico da
eptospirose canina, como antigeno Unjco nas reagoes,de soroaglutl-
nacao mlcroscoPJca e fixagap de complemento, arfvgs do aco Ba-
nhamento sorologico de msq}r,ugos de caes Jnoculados respectiva-
mento com |eptoSpiras patoge ic sdos,sorougos Icterohaemorrha-
glae e canicola. As estirpes Patoc I e Rufino nao foram eficientes em
evelar zjntlcorpos cire Ian}es, em .amhos 0s,qrupos experimentajs,
Ean%o gea reacao de soroaglutinacdo microscopica como pela reacao
e TiX gao, e complemento em roporgoes e éUStIfI uem seu.Uso
como ntllgeno unico. Entretanto, qudndo Se empre ?u a estirpe
Buenos Aires em ambas as reacoes, 87% dos c?es inoctlados com 0
sorqtipo |cterohaem0rrha%|ae e 80% dos inoculados com o sorotlgo
canjcola agresentavam anticorpos circulantes detectabdos or e ée
gntl enzo8 n&,bora por um curto periodo de tempo, abrangendo do
0. d0 280. dias.

UNITERMOS: Leptospirose, cies*; Teste de aglutinacdo microsco-
plcgi; Peste de ﬂxa@ao 0 compPementB*

INTRODUGAO

0 teste de aglutinacdo microscopica, recomendado,

pela Organizagdo Mundial da Sadde como a reagéo sorologi-
ca padrao para o diagnostico da leptospirose ou nos inqueri-
tos eplde_mloléglcos, apresenta alguns inconvenientes como
a necessidade de equipamento especial e a manutencdo de
culturas vivas de leptospiras dos sorotipos representativos
de cada um dos sorogrupos patogénicos. Nos Ultimos 20
anos, inimeros trabalhos tém sido desenvolvidos, procuran-
do-se uma reacéo de facil execucdo, com um minimo de so-
rotipo como antigeno ou a utilizacdo de um antigeno Uni-
c0, que permita estabelecer o diagndstico da infeccdo com
fagllldade e seguranca, independente dos sorotipos envol-
vidos.

A observacdo de que algumas amostras de leptospiras
aquicolas podem ser aglutinadas pelos soros de_individuos
reagentes as leptospiras patogénicas, induziu muitos pesqui-
sadores a procurarem entre as diversas cepas apatogénicas,
uma amostra que apresentasse reacdo cruzada com a maio-
ria dos sorotipos patogénicos. KMETY9 (1958) observou
que leptospiras da estirpe Patoc | eram frequentemente
aglutinadas em altas diluicBes pelo soro de paciente com
leptospirose. Antigeno produzido com a mesma estirpe foi
também utilizado por COMBIESCO e cols5 (1958) na rea-
¢do de fixacdo do complemento, obtendo-se resultados bas-
tante _encorajadores, confirmados__posteriormente  por
STURDZA e colsl4 (1960) e por STURDZA e EL1AN15
(1961), que observaram uma concordancia de aproximada-
mente 90% entre os resultados assim obtidos e os da reacdo
aglutinagdo microscopica. A sensibilidade do antigeno Pa-
toc | foi também confirmada na reacdo de a?lutma a0 mi-
croscopica por ADDAMIANO e BABUDIERIT (1964) e por
CORREA ecols6 (1970). _ .

‘A utilizagdo da estirpe Patoc I para o diagnostico so-
rolégico da leptospirose em cdes tem fornecido resultados
contraditérios como os de NICOLESCO e LELUTIUM
(1967) € os de MAILLOUX"O (1967), sugerindo-se entre-
tanto que uma boa concordancia entre 0s resultados da so-
ranIutlnagao microscopica classica e os obtidos com 0 uso
de linhagens saprofitas indicaria infeccdo recente e a ausén-
cia desta concordancia, infeccdo antiga. O empre?lo de ou-
tras cepas de leptospiras aquicolas com a mesma finalidade
tém também fornecido resultados controversos, considera-
dos bons por uns e contestados por outros. Deve-se ressaltar
todavia que, na maioria das vezes, a interpretacdo dos resul-
tados ndo tem sido suficientemente clara por se desconhe-
cer as informacdes relativas ao estagio da doenca ou infec-
¢do.

Com o presente trabalho, procurou-se avaliar a real
potencialidade do uso das estirpes aquicolas Patoc I, Rufino
e Buenos Aires no diagnstico da leptospirose canina, como
antigeno dnico nas reaces de aglutinagdo microscopica e
de fixacdo de complemento, através do acompanhamento
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sorologico de dois grupos de cées inoculados com leptospi-
ras patogénicas dos sorotipos icterohaemorrhagiae e canico-
la

MATERIAL E METODOS
Inoculagdo Experimental

Foram inoculados 30 animais da espécie canina, adul-
tos, sem raca definida, considerados sadios, livres de anti-
corpos anti-leptospiras e que ndo se caracterizavam como
eventuais portadores renais. . .

‘Apds imunizacdo contra a cinomose ¢ hepatite todos
0S animais receberam tratamento anti-helmintico (Mebenda
zole na dose de 20mg kg/dia durante 3 dias? e foram separa-
dos em dois grupos: 15 cdes de um grupo foram inoculados
por via sub-cutanea com 20 ml de uma cultura de 5 dias
(aproximadamente 2 109 leptospir.as) da Leptospira interro-
gans Sorotipo icterohaemorrahagiae, amostra RIO (gentil-
mente cedidas por P—H. Yasuda. Departamento de Micro-
biologia e Imunologia, ICB —USP), e 15 cées do outro gru-
po com idéntica quantidade do sorotipo canicola, amostra
CCzZ 8étambe'm cedida por P-H. Yasuda). O indculo foi
preparado em meio liquido (EMJH-Difco) apos duas passa-
gens em cobaios para aumentar a viruléncia de ambas as
amostras. . o

As amostras soroldgicas foram obtidas imediatamente
antes da inoculagdo e decorridos, 4, 7, 10, 14, 21, 28, 35,

49, 56 e 63 dias, naqueles animais que sobreviveram. A par-

tir da 7a. semana, os animais foram sacrificados em grupos
de 4, para 0 estudo das alteragdes anatomo ¢ histologicas.

Sorologia
Soroaglutinagdo microscépica - RAM
Os antigenos utilizados na reacdo de aglutinacdo mi-

microscopica foram os_homologos icterohaemorrhagiae e
canicola para 0s respectivos grupos e os antigenos Patoc |,

Rufino e Buenos Aires. A reaco de aglutinagao microscopi-

ca foi executada de acordo com a técnica descrita em SAN-
TA ROSAI2(1970).

Reacéo de fixacdo de complemento —RFC

Antigenos: os antigenos utilizados na reacdo de fixa-
¢do de complemento foram A{)reparados de acordo com a
técnica descrita por STURDZA e cols!4 (1960) com ligeiras
modificacOes. As amostras de leptospiras foram semeadas
em meio liquido (EMJH- Difco) acrescido de 10% de soro

de coelho e incubadas a 28°C durante 8 a 10 dias, Apos es-

se 8er|odo de tempo, as culturas foram centrifugadas a
10.000 rpm durante 30 minutos em centrifuga refrigerada
a 4°C. O sedimento obtido foi ressuspenso na proporcao de
1:10 do volume original em solucdo fisiolégica contendo
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mertiolate a 1:10.000. As suspensdes dos antigenos assim
preparadas foram mantidas a temperatura de 4°C até o mo-
mento do seu uso, com agitaces ocasionais, nos primeiros
dias. Durante todo o experimento os antigenos foram utili-
zados em sua dose de reatividade otima. Para tanto, reali-
zou-se 4 titulacdo em bloco, em que varias diluicdes do anti-
geno foram testadas contra varias diluigdes dos respectivos
soros hiper-imunes, empregando-se 2,5 unidade de comple-
mento (2,5 UC'50%). .

A técnica utilizada foi a de CAMARGO e cols"
(1950) utilizada rotineiramente no sistema febre aftosa e
adaptada para o sistema leptospirose. O célculo do titulo fi-
nal ‘do soro obtido a partir das diluicdes em que se observou
50% de hemalise ou empregandq-se a seguinte expresso,
em substituicdo ao método de leitura em grafico estabeleci-
do pela técnica.

X=a+ (50-b).a,sendo
Ch
X = titulo aser calculado _
a = inverso da diluicdo em que ocorre % de hemolise menor
e mais proxima de 50%
b = % de hemolise em a. _
¢ = % de hemolise na diluicdo sequinte

RESULTADOS

Os resultados obtidos com o emprego dos antigenos
homologos, Patoc I, Rufino e Buenos Aires nas reagoes de
soroaglutinagdo microscopica e fixacdo de complemento em
ambos 0s grupos de animais estdo apresentados nas tabelas
1e2. Oito dos 15 animais (53%) inoculados com 0 sorotipo
icterohaemorrhagiae apresentaram reacdo de aglutinacdo
quando se utilizou como antigeno a suspensdo de leptospi-
ras da estirpe aquicola Patoc I, embora por um periodo cur-
to de tempo, abrangendo do 70. ao 210. dia. Desses oitos
animais rea?entes, dois apresentaram anticorpos capazes de
fixar complemento com antigeno Patoc 1 O periodo de
persisténcia desses anticorpos na cwcula%ég periférica é has-
tante curto pois em 2 animais a reagdo foi positiva em ape-
nas uma amostra sérica, enquanto em outros observou-se
reacdo positiva em 2 ou 3 amostras consecutivas. Menor po-
sitividade foi obtida no grupo de animais inoculados com o
sorotipo canicola, no qual se observaram apenas 5 reagentes
no teste de aglutinagdo microscopica e 4 no teste de fixacdo
de complemento, correspondendo a uma proporcdo de 33 e
27% respectivamente. Os titulos das reacoes de aglutinagdo
microscopica com o antigeno Patoc | ndo excederam o titu-
lo minimo considerado significativo (100) em ambos os gru-
pos de animais. Os titulos observados nas reacdes de fixacdo
gg complemento também foram baixos, variando entre 5a

. Entre os animais do grupo |, inoculados com o soroti-
po icterohaemorrhagiae, 7-animais (53%) apresentaram rea-
¢do de soroaglutinacdo positiva durante um curto periodo
de tempo quando se utilizou como antigeno a suspensdo de
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leptospiras aquicolas de estirpe Rufino, ndo se observando
nenhum reagente 28 dias apos a inoculagdo. Pela reaco de
fixacdo de complemento, quando se testaram 0s mesmos
soros frente ao antigeno preparado_com a estirpe Rufino,

ndo se obteve nenhum resultado positivo. Caracteristicas se-

melhantes foram observadas entre os animais inoculados

com 0 sorotipo canicola pois, na reacdo de fixacdo de com-
plemento ndo se observou reacdo positiva frente ao antige-

no Rufino, enquanto foram observados 8 (53%) reagentes
pela reacdo de aglutinagdo microscopica. Os titulos medidos
pela reacdo de aglutinacdo microscopica foram haixos, co-
mo havia sido observado quando se utilizou a estirpe Patoc
l.

Dos animais inoculados com o sorotipo icterohaemor-
rhagiae, 80% e 87% apresentaram reacdo positiva respectiva-
mente aos testes de fixagdo de complemento e aglutinacéo
microscopica, frente aos antigenos preparados com a estirpe
Buenos Aires. Entre os animais do grupo |1, inoculados com
leptospiras patogénicas do sorotipo canicola a proporcéo de
reagentes foi menor da ordem de 80%, para ambas as rea-
¢bes. O periodo de tempo em que se observaram reacdes
positivas vai do 4o. ao 210. dia na reacdo de fixacdo de
complemento ¢ do 70. a0 350. na reacdo de aglutinacdo mi-
croscopica, embora a maioria das reagdes positivas tenha si-
do observada entre o 70. e 0 210. dia em ambos 0s grupos
de animais.

TABELA 1- Frequéncia de cées reagentes as reacdes de soroaglutinacdo microscépica e de fixacdo de com-
plemento frente aos antigenos homologos, Patoc I, Rufino e Buenos Aires antes e apos ino-
culagdo com Leptospira interrogans sorotipo icterohaemorrhagiae.

REACAO DE

Tempo  No.de  SOROAGLUTINACAO MICROSCOPICA

(dias) Animais ICTERO PATOC I RUFINO B.AIRES
R %R % R %R
0 15 NR ONR 0 NR 0 NR
4 55 NR ONR 0 NR 0 NR
7155 12 8 4 21 5 3 3
0 15 15 100 8 5 7 53 13
4 15 15 100 8 5 7 53 13
2 15 15 100 6 40 4 2710
2 13 1310 1 8 NR 0 7
¥ 013 12 9% 1 8 NR 0 3
2 12 9 T5NR 0 NR 0 NR
9 U 8 73NR 0 NR 0 NR
55 8 4 S0NR 0 NR 0 NR

R = Reagentes
NR = Ndo reagentes

%

0
0
20
87
87
67
54
23
0
0
0

REACAO DE
FIXACAO DE COMPLEMENTO

ICTERO PATOCI RUFINO B.AIRES
R %R % R %R %
NR 0ONR 0 N O0NR 0
74 1 7T N 0 2 8
13 8 5 3 NR 01U 73
15 100 6 40 NR 0 12 80
15 100 4 27 NR 0 U 73
4 93 2 13 NR 0 5 33
9 69 NR 0O NR 0 2 15
7 5% NR 0 N 0 2 15
4 3NR 0 NR ONR O
2 18BNR 0 NR 0N 0
NR ONR O NR ONR O
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TABELA 2 - Frequéncia de cies reagentes as reacdes de soroaglutinacffo microscopica e de fixagéo de com-
plemento frente aos antigenos homologos, Patac I, Rufino e Buenos Aires antes e ap0s ino-
culacdo e experimental com L. interrogans sorotipo canicola.

REASZ\O DE .
AGLUTINACAO MICROSCOPICA

. REACAO DE

Tempo No. de FIXACAO DE COMPLEMENTO
(dias) Animais CANICOLA PATOC | RUFINO B.AIRES “ CANICOLA PATOC | RUFINO B.AIRES
R %R %R %R - R %R %R %R %
0 15 NR 0 NN ONR ONR O NR 0NN ONR 0 NR O
4 15 NR 0NR ONR O NR O 8 5 1 TN O 1 7
7 15 8 58 3 20NR 0 3 2 5 100 2 1B3NR 0 9 60
0 15 15 100 4 27 3 20 12 80 5 100 4 27NR 0 12 80
4 15 15 100 5 3 5 312 8 5 100 4 27N 0 7 93
2 15 15 100 4 27 8 5310 67 4 93 4 21TNR 0 2 13
2 15 15 10 1 7 8 5 6 40 13 8 NR ONR 0 NR O
3% 15 1 100 1 7 7 4 2 1 13 8 NR ONR ONR o
2 5 14 9 1 7 421 NR O 8 5 NR ONR ONR O
49 15 13 8 NR ONR O NR O 7 4 NR ONR ONR O
5% U 9 82 NR ONR O NR O 3 27 NR ONR O0NR 0
63 10 8 80 NR ONR 0 NR 0 NR 0 NR ONR ONR O

R = Reagentes
NR = Néo reagentes

DISCUSSAO

No presente trabalho, confirmou-se o desempenho ir-
reqular e pouco satisfatario da estirpe Patoc I, quando utili-
zada como antigeno Unico das reaces de aglutinagdo mi-
croscopica ou de fixacdo de complemento, para o diagnosti-
co da leptospirose canina pelos sorotipos icterohagmorrha-

iae e canicola, como ja havia sido citado por ADDAMIA-
0 e BABUDIERII 31964, NICOLESCO e LELUTRjH
(1967) e SANTA ROSAL3 (1977).

Para NICOLESCO e LELUTRjH (1967), uma boa
concordancia entre os resultados obtidos com o emprego de
sorotipo patogénicos e o antigeno Patoc | indica infeccdes
recentes, enquanto a positividade apenas para 0s sorotipos
patogénicos pode ser mterBr_etada como sinal de infecgGes
mais antigas. Pelos dados obtidos no presente trabalho, essa
hipotese deve ser rejeitada, pois nos periodos imediatamen-
te posteriores a inoculacdo, ndo se observou em nenhum
momento uma concordancia que fosse alta o suficiente para
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recomendar o uso do antigeno Patoc I na reacdo de fixacdo
de complemento ou aglutinacdo microscopica.

Essa variacdo no comportamento sorolgico entre o
homem ¢ os cdes e outros animais domésticos pode ser ex-
plicada pelas diferencas imunobiologicas existentes entre as
espécies animais, ocorrendo portanto, variagBes na resposta
a um mesmo estimulo imunogénico, como salienta TUR—
NER16 (1960). Entretanto, cabe salientar que mesmo no
diagnostico da leptospirose humana, no qual € usada roti-
neiramente como antigeno de triagem, existe uma variabili-
dade nos resultados obtidos com o emlprego da estirpe Pa-
toc 1, indicando que a sensibilidade ¢ alta, apenas nas infec-
cbes determinadas por alguns sorotipos como icterohaemor-
rhagiae, canicola ou copenhageni, sendo mais baixa em tor-
no de 50% quando as infeccoes s&o causadas gor 0utros so-
rotipos, como foi observado por FUCHS” (1969). _

A inadequacidade do emprego do antigeno Rufino
nas provas de soroaglutinagdo microscopica esta perfeita-
mente clara face aos resultados obtidos no presente traba-
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Iho, comd j& havia demonstrado SANTA ROSA13 (1977{,
em_contraposicdo aos de CACCHIONE e cols2,3 (1971,
1972). A inexisténcia de reacdo cruzada entre os sorotipos
patogRenlpos canicola e icterohaemorrhagiae e a estirpe aqui-
cola Rufino é também confirmada pela reacdo de fixacdo de
complemento em que se observou nenhum resultado com o
antigeno preparado a partir da Ultima amostra.

- Os resultados obtidos pelo emprego da estirpe Buenos
Aires nas reacdes de aglutinacdo microscopica e de fixacdo
de complementoc om as amostras de soros de cdes infecta-
dos pelos sorotipos icterohaemorrhagiae ou canicola suge-
rem ser esta estirpe a que memlhor se adapta ao diagnostico
de leptospirose canina por esse sorotipo. N&o se pode entre-
tanto recomenda-lo como antigeno Unico de triagem pois a
sensibilidade de 87% para o primeiro grupo e de 80% para o
segundo, ndo foi suficientemente alta para 0 Seu emprego

com essa finalidade. Mesmo assim, pode-se sugerir o seu em-
prego na bateria de antigeno devido a precocidade e homo-

geneidade da resposta, como também a sua negativacao

mais rapida. Animais com reacdo de soroaglutinacao positi-
Va para 0s sorotipos icterohaemorrhagiae € canicola e tam-

bém para a estirpe Buenos Aires poderiam ser considerados
recentemente infectados e assim, adequadamente tratados,
para se impedir a leptospidria Frolongada, principalmente
na infeccdo pelo sorotipo canicola.

CONCLUSOES

L As estirpes Patoc 1e Rufino ndo se prestam ao

diagndstico da leptospirose em caes, pois ndo foram eficien-
tes em revelar anticorpos circulantes em ambos os grupos
experimentais, em proporcdes que justifiquem o seu empre-
go como antigeno dnico.

2. A baixa concordancia entre os resultados obtidos
pel©empreﬁo dessas estirpes e 0s obtidos com o emprego de
antigenos homologos ndo esta relacionada ao perodo de
tempo decorrido a%és a infecgdo,

3. A estirpe Buenos Aires é entre as trés a que melhor
se adapta ao diagnastico da Ieptospirose canina pelos soroti-
pos icterohaemorrhagiae e canicola, sendo a sua sensibilida-
de em detectar os reagentes a esses sorotipos, da ordem de
87% e 80% respectivamente, na RAM, e de 80% na RFC na
fase. inicial da mfe_cgéo no periodo compreendido entre o
70. ¢ 280. dia pos-infeccdo.

te gﬁglgfueé Otgs 1185 3 andasn | ﬁgée%oédrgoP%oa It
o0 an complementaﬂxatlgn tests O Rev ac Vet vao gote
Univ.S.Paulo, 19(1): 61-66. 1982.
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