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1 INTRODUCAO

A leptospirose € uma doenca zoonédtica emergente de nivel global e de
grande importancia para saude publica, merecedora de uma atencdo redobrada
principalmente nos paises em desenvolvimento (MCBRIDE et al., 2005; REIS et al.,
2008; ADLER e DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010). A leptospirose, causada por
espiroquetas do género Leptospira, trata-se de uma doenca que pode perpetuar
tanto para faléncia renal aguda quanto hemorragia pulmonar severa. Em humanos, a
leptospirose é geralmente transmitida através do contato com animais carreadores
da doenca (reservatoérios) ou agua e/ou solo contaminado pela urina destes quando
infectados. De fato diversos mamiferos estdo envolvidos na transmissdo por
carrearem leptospiras patogénicas, dentre eles os ratos, caes, bovinos, suinos, além
de outros mamiferos (BHARTI et al., 2003). Dentre os reservatorios, o rato é
destacado como o animal de maior incidéncia na transmissdo da leptospirose para
humanos, principalmente no ambiente urbano (FAINE et al., 1999). Entretanto, os
cdes também sdo importantes reservatérios (TREVEJO et al., 1998), sendo
considerados como a segunda principal fonte de infeccdo para o homem (BROD et
al., 2005). A importancia dos cdes como um dos principais reservatorios se da
devido ao contato com seus donos, o que pode resultar na infeccdo de humanos.

Comumente, a apresentacdo da doenca na fase inicial ndo é especifica,
devido a isso os testes disponiveis atualmente para diagndstico ndo apresentam
uma sensibilidade adequada na deteccao da leptospirose em fase inicial (MCBRIDE
et al., 2005). Sendo assim, ha uma grande necessidade de desenvolvimento de um
teste de diagndstico que identifigue os animais que apresentam a doenca durante
sua fase inicial.

Um teste confidvel e rapido para a leptospirose canina traria diversos
beneficios importantes tanto para animais como para a saude publica. Devido ao
exposto, este trabalho tem como objetivo a caracterizacdo de uma soroteca canina
visando o desenvolvimento de um ensaio imunodiagnéstico para leptospirose
canina, tanto no formato ELISA quanto pela elaboracédo de um teste rapido.

2 METODOLOGIA

2.1. Vigilancia sanitéria
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Nossos colaboradores da Fiocruz-BA foram responsaveis por uma vigilancia ativa
para leptospirose canina em Salvador, desde agosto de 2007, em colaboragdo com
o Hospital Veterinario da Universidade Metropolitana de Salvador.

2.2. Caracterizacao dos soros caninos pelo MAT

Do resultado da vigilancia, 358 amostras de soros caninos foram
caracterizadas pelo teste de microaglutinagcdo (MAT) utilizando 11 sorovares de
Leptospira spp: Autumnalis, Ballum, Bataviae, Copenhageni, Canicola,
Grippotyphosa, Hardjobovis, Hebdomadis, Javanica, Pomona e Panama. Titulos
>1:50 foram considerados evidéncia de exposicdo prévia. O MAT foi realizado como
descrito anteriormente (WHO e ILS, 2003).

2.3. Caracterizagao dos soros caninos por ELISA

O ELISA foi padronizado utilizando L. interrogans sorogrupo
Icterohaemorrhagiae sorovar Copenhageni como antigeno. Placas de 96 cavidades
foram sensibilizadas com 10’ células por poco de um extrato de leptospiras. As
diluicdes de soro e do anticorpo anti-lgG canina conjugado com peroxidase (Jackson
ImmunoResearch) foram padronizadas com um banco prévio de nove soros
negativos e oito positivos pelo MAT (G1), como descrito anteriormente (MCBRIDE et
al., 2007). Em uma segunda etapa, 32 soros de animais sadios e 20 soros
verdadeiros positivos (animais ndo vacinados) caracterizados pelo MAT (G2) foram
usados para estabelecer o ponto de corte para o ELISA-IgG.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 358 amostras de soro testadas pelo MAT, foram identificados 274
animais positivos e 84 animais negativos. Sendo assim, 45,5% foram soropositivas
para pelo menos um dos 11 sorovares usado no MAT. Houve o predominio do
sorovar Copenhageni como provavel agente infectante em 37% dos caes seguido
por Hardjobovis (26,1%), Grippotyphosa (4,3%), Ballum (4,0%), Autumnalis (4,0%) e
Canicola (2,2%). Ao analisar os dados obtidos por MAT, foi visto que, dentre 273
soros coletados de caes vacinados contra leptospirose, 233 (85,3%) foram positivos
pelo MAT e 40 (14,6%) foram negativos. Dos cdes nédo vacinados, 41 (48,2%) foram
positivos pelo MAT e 44 (51,8%) foram negativos (Tab.1).

Tabela 1 - Caracterizagdo de soros de cées vacinados e ndo vacinados contra leptospirose por MAT
e ELISA.

Tipo de

. - Vacinados Nao Vacinados Total
caracterizacao
MP 233(85,3%) 41(48,2%) 274(76,5%)
MN 40(14,6%) 44(51,8%) 84(23,5%)
EP 137(50,1%) 36(48,0%) 173(49,7%)
EN 136(49,9%) 39(52,0%) 175(50,2%)

MP — MAT positivo; MN — MAT negativo; EP — ELISA positivo; ELISA negativo

Ao usar os soros de G1 para padronizar o ELISA IgG para leptospirose
canina, a média DOysp dos soros negativos obtidas foi de 0,13 + 0,05 (desvio padrao
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[DP]) e o ponto de corte foi igual a média mais duas vezes o DP, sendo DOyso =
0,22. Os soros de G2 foram usados para confirmar esses dados, tendo uma
absorbancia média de 0,13 * 0,05, conforme (Fig. 1A). Com este ponto de corte foi
possivel discriminar os soros negativos e positivos (Fig. 1A). Logo o ELISA dos
soros de G2 apresentou 100% especificidade e sensibilidade. A caracterizagdo dos
soros coletados durante a vigilancia pelo ELISA (n = 348) identificou 173 (49,7%)
soros como positivo (DO4so > 0,22) e 175 (50,2%) como negativo. Ao analisar os
soros de animais ndo vacinados (n = 75) identificou-se 36 (48,0%) como positivo e
nos animais vacinados (n = 273) 137 (50,1%) (Fig. 1B). Desta forma, quando
comparado o MAT com o ELISA, 45,7% dos soros no grupo NV e 19,5% no grupo V
foram positivo pelos dois métodos.
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Figura 1. ELISA 1gG para soros caninos. A. Ponto de corte do ELISA e seu desempenho com os
soros de G2. B. Soros caninos da vigilancia (n = 358). NV — N&o vacinados; V — vacinados; MP —
MAT positivo; MN — MAT negativo. O ponto de corte (linha pontilhado) é exibido (DOg4so = 0,22). A
linha horizontal representa a média de cada grupo e as barras de erro o desvio padrdo (DP).

Durante a vigilancia coletou-se 358 amostras de soro, caracterizados por MAT
e ELISA. A prevaléncia de leptospirose com base no teste padrao para leptospirose,
o MAT, foi 45,5%, o que apresenta semelhanca com outros estudos no Brasil
(HAGIWARA e ROSA, 1975; CASTRO et al., 2011). Entretanto, deve-se considerar
o fato de que a maioria dos cées foram vacinados pelo menos uma vez, e isso pode
confundir o resultado do MAT, aumentando artificialmente a prevaléncia. Dos caes
gue nunca foram vacinados, a prevaléncia de leptospirose foi 48%. O principal
sorovar foi Copenhageni, 0 mesmo agente responsavel para a maioria dos casos de
leptospirose humana no Brasil (MCBRIDE et al., 2005; REIS et al., 2008). O ELISA
IgG foi padronizado com dois grupos de soro independentes, e na analise dos soros
coletados na vigilancia, identificou 48 e 50% dos animais ndo vacinados e
vacinados, respectivamente, como positivo. A concordancia entre o MAT e o ELISA
foi baixa, provavelmente devido ao uso do conjugado IgG. Devido a isso, um
conjugado IgM esta sendo avaliado, pois pode aumentar o sensibilidade do ELISA.

4 CONCLUSAO

Neste trabalho obtivemos um banco de soros caninos bem caracterizados,
incluindo tanto animais saudaveis quanto animais positivos para leptospirose. Foi
possivel identificar animais positivos que ndo foram vacinados contra leptospirose e
animais na infeccdo aguda. Atualmente estes soros estdo sendo usados na
avaliacdo de antigenos recombinantes para o desenvolvimento de um teste rapido
para leptospirose canina.
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