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RESUMO: Foi estudada a influência ds variável concen

tração de soro sobre os resultados da reação de soroa- 

glutinação microscópica (SAM) aplicada ao exame de 

grupos de suínos controlados. Dos 29 animais utiliza

dos^ nove permaneceram como testemunhos (Grupo "A"), 

dez receberam, durante três dias, água de bebida con

taminada por L. biflexa estirpe Buenos Aires (Grupo "B") 

e dez foram inoculados pela via intraperitoneal com 

uma estirpe virulenta de L  interrogans sorotipo pomona 

(Grupo "C"). As amostras de soro examinadas foram 

obtidas no 5 !, 15*, 30!, 39! e 51* dia da investiga

ção, perfazendo um total de 145 amostras. Os soros fo

ram examinados nas diluições de 1:10; 1:40; 1:60 e 

1:100. A análise dos resultados considerou como espe

cificidade absoluta o percentual de resultados negati

vos no grupo "A" e como sensibilidade absoluta o per

centual de resultados positivos obtidos no grupo "C". 

Os resultados obtidos demonstraram que a medida em que 

se aumentou a concentração do soro houve concomitante- 

mente um aumento na sensibilidade e uma diminuição na 

especificidade dos resultados obtidos com o antígeno 

de L. biflexa estirpe Buenos Aires. Para este antígeno o 

maior valor encontrado simultaneamente para as carac

terísticas de sensibilidade e de especificidade foi o 

de 60% na diluição do soro de 1 :2 0 .

UNírERMOS: Leptospirose, suínos; Lepiospira interrogans; 

l^eptosptra biflexa; Soroag lut inação

INTRODUÇÃO

A necessidade de utilizar um grande número de

antígenos de leptospiras vivas, potencialmente

patogênicas, tem sido apontada como a principal

limitação para o emprego da reação de soroaglutinação

microscópica (SAM) aplicada ao diagnóstico da

letospirose animal * . Esta condição tem suscitado

o delineamento de investigações que procuram encontrar

um antígeno único para o exame de soros de animais

4,8,11,16^ t_o ef íc íente como se tem mostrado a

estirpe Patoc I da L. biflexa, sorogrupo semaranga,

quando do exame de soros de pacientes da espécie 
1,6,11

humana

Dentre os representantes de L. biflexa testados 

frente a soros de suínos, a estirpe Buenos Aires tem 

apresentado alguns resultados conflitantes. Enquanto 

SANTA ROSA 11 (1978) e CALDAS 4 (1985) relataram a ob-
g

tenção de resultados bastante promissores, GENOVEZ 

(1985) e VASCONCELLOS ^  (1989) encontraram valores de 

sensibilidade muito baixos.

A sensibilidade da reação (SAM) aplicada ao diag

nóstico da lep^o|p|r^se é influenciada pela densidade 

do antígeno ' ' ' ' . Os antígenos muito densos têm
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apresentado menor sensibilidade Vários procedimen

tos são referidos para padronizar a concentração do 

antfgeno empregado em tal prova: métodos de contagem 

em câmaras especiais comparação com padrões que
9

dosam o grau de turbidez e o método que considera a 

faixa etária da cultura Nenhum destes métodos sa

tisfaz totalmente e o que é mais utilizado em termos 

práticos é o que leva em conta a idade das culturas^®. 

Saliente-se, no entanto, que este critério é bastante 

falfvel, uma vez que a intensidade do crescimento de 

una determinada amostra de leptospira depende das con

dições em que é cultivada, destacando-se o tipo de 

meio de cultura e principalmente dos lotes das fontes 

de enriquecimento.

Tendo em vista que as amostras de L. biflexa usual

mente apresentam "in vitro" um crescimento mais vigo

roso do que a maioria das amostras de L. interrogans, é de 

interesse que, fixando-se a concentração do antfgeno, 

se analise a influência da concentração do soro sobre 

as características de sensibilidade e de especifici

dade da reação de SAM aplicada ao diagnóstico da 

leptospirose, tendo as amostras aqüícolas de L. biflexa 

como antfgeno. Saliente-se, inclusive, que embora seja 

aceito que a diluição de triagem de um soro deva ser 

de 1:100, este critério poderia ser modificado quando

o antfgeno fosse representado por amostras de L. biflexa.
12

De fato SCHÕNBERG (1979) trabalhou com soros de 

sufnos diluídos a 1:10, quando testou as estirpes de L. 

biflexa, Patoc I e São Paulo.

Deste modo foi delineado o presente trabalho que 

teve por objetivo determinar a diluição ótima do soro, 

tendo em vista as características de sensibilidade e 

de especificidade da reação de SAM tendo como antfgeno 

a L. biflexa estirpe Buenos Aires.

MATERIAL E MÉTODO

Este estudo utilizou soros de suínos obtidos de

grupos controlados já especificados em investigações 
15,16

anteriores e que permaneceram congelados a tem

peratura de 20 °C negativos.

A reação de SAM com antígenos vivos foi executada 

e interpretada conforme a recomendação de SANTA ROSA 

^  (1970). 0 meio utilizado para o crescimento dos an

tígenos foi o de El linghausen; Mc Cullough; Johnson e 

Harris** (EMJH) enriquecido com 10% de soro estéril de 

coelho, livre de aglutininas para leptospiras, inati- 

vado a 56 C positivos por 40 minutos e adicionado das 

soluções de l-asparagina, cloreto de cálcio e cloreto 

de magnésio conforme preconizado por TURNER (1970). 

Os repiques dos antfgenos foram programados de tal 

modo que por ocasião da execução das provas de SAM as

culturas estavam sempre entre o quinto e o sétimo dia 

de crescimento. Todos os soros foram examinados em 

quatro diluições seriadas de razão dois, partindo-se 

do valor inicial de 1:10. A diluição dos soros de 

1 :1 0 0 já ensaiada em experimentos anteriores ^,16^ 

foi mantida como controle devido ser a diluição de 

triagem usualmente adotada nos laboratórios que execu

tam a reação de SAM.

Os grupos experimentais foram constituídos a 

partir dos soros de 29 suínos, mestiços, recém-desma- 

mados, que no início da investigação foram classifica

dos como não reatores na prova de SAM, com una coleção 

de 21 variantes sorológicas de L. interrogans e três de L  

biflexa, especificada em VASCONCELLOS 16 (1989).

Os nove animais do grupo "A" não foram submetidos 

a nenhum tipo de inoculação ou de exposição a ambiente 

contaminado por leptospiras e permaneceram como grupo 

testemunho.

Os dez animais do grupo "B", nos três primeiros 

dias da investigação, tiveram como única fonte de água 

de bebida una suspensão aquosa a 0,5% volume/volume de 

L. biflexa estirpe Buenos Aires. Na ocasião da utiliza

ção, as culturas apresentavam sete dias de cultivo em 

meio de EMJH. 0 pH da água foi mantido na faixa de 7,2 

a 7,4 com o tampão fosfatado de Sorensen

Os dez animais do grupo "C" foram experimental

mente inoculados pela via intraperitoneal com uma sus

pensão de ffgado a 1,0% peso/volume, da sétima 

passagem em hamster, de uma amostra virulenta de L. 

interrogans sorotipo pomona***. A observação deste mate

rial em microscopia de campo escuro, com aumento de 

200 vezes, revelou a presença de 30 a 40 leptospiras 

ativas por campo. Cada suíno recebeu quatro mililitros 

desta suspensão.

As amostras de soro sangüíneo examinadas foram 

aquelas obtidas nas seguintes ocasiões: 5 !, 15*, 30*, 

39* e 51* dia experimentais. Estas fases foram 

escolhidas por representarem três períodos distintos 

em termos de evolução dos niveis de aglutininas 

determinadas pela infecção ou seja, 5* dia início 

das primeiras reações na diluição dos soros de 1 :100; 

15* a 39*, período com níveis de anticorpos aglutinan- 

tes variáveis, porém elevados e 51*, fase de declínio 

nas taxas de anticorpos revelados pela SAM.

A análise dos resultados considerou como especifi

cidade absoluta o percentual de resultados negativos 

no grupo "A" testemunho não infectado e como sensibi

lidade absoluta o percentual de resultados positivos 

obtidos no grupo "C", experimentalmente infectado com 

L. interrogans sorotipo pomona. Os resultados positivos 

obtidos no grupo "A" testemunho foram interpretados 

como falsas reações positivas.

** Difco

Braz. J. vet. Res anim. Sei., São Paulo, 2 7 (1 ): 33-39, 1990.

*** Obtida junto a Salsbury Laboratórios Ltda.
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RESUl. TADOS

Os valores apresentados na lab. 1, obtidos a 

partir dos exames dos animais do grupo "C", experimen

talmente infectados com L. interrogans sorotipo pomona, 

oferecem subsídios para a avaliação da sensibilidade 

dos antígenos empregados. £ possível constatar-se que 

nas maiores concentrações de soro, os dois antígenos 

utilizados apresentaram valores de sensibilidade mais 

elevados e, inclusive, maior precocidade na caracteri

zação de um animal infectado como reator. Saliente-se 

que no 5* dia pós-infecção, na diluição do soro de 

1:10, a sensibilidade obtida com o antígeno de L  biflexa 

foi superior à encontrada para o de L. interrogans, no 

entanto, nos exames realizados a partir das colheitas 

subseqjentes, enquanto os valores de sensibilidade 

obtidos com o antígeno homólogo situaram-se na faixa 

de 80 a 100% frente às diversas diluições do soro, 

oara o antígeno de L  biflexa, valores desta magnitude só 

foram observados na diluição do soro de 1:1 0, em todas 

as colheitas e na diluição de 1 :2 0 para as colheitas 

’ealizades no 30* e 39* dia pós-infecção.

As Tab. 2 e 3 apresentam resultados dos animais 

dos grupos experimentais constituídos para permitir a 

análise das características fie especificidade dos 

antígenos empregados.

Os valores apresentados nas Tab. 2 e 3 revelam 

nerfis sorológicos muito semelhantes, demonstrando que

3 contaminação da égua de bebida do grupo "B" não foi 

:apaz de determinar a produção de anticorpos séricos, 

iemonstráveis através da reação de soroaglutinação mi- 

:roscópica, tendo como antígenos a L  biflexa estirpe 

Juenos Aires ou a L. interrogans sorotipo pomona.

Persistindo na apresentação das Tab. 2 e 3, pode- 

se constatar que frente ao antígeno de L. interrogans so- 

•otipo pomona, só foram registradas sete reações ines- 

jecíficas nas colheitas realizadas no 58 e 15! dia da 

investigação, particularmente nas diluições dos soros 

le 1:10 (86%) e de 1:20 (14%). No entanto, frente ao 

intígeno de L  biflexa estirpe Buenos Aires, a freqüência 

le reações inespecíficas foi muito elevada nas dife- 

■entes colheitas realizadas e, particularmente, nas 

iiluições dos soros de 1:10 e 1:20. Saliente-se, 

nclusive, que mesmo em diluições do soro de 1:100, 

lão foi possível se eliminar totalmente a ocorrência 

le uma parcela de reações falso-positivas.

A Fig. 1 foi construída a partir dos valores to- 

:ais apresentados nas Tab. 1 e 2, somatória de todas 

is colheitas, considerando-se como sensibilidade os 

esultados positivos nos animais do grupo "C" (Tab. 1)

i como especificidade os resultados negativos (comple- 

lento dos positivos) dos animais do grupo "A" (Tab. 

!).

A observação da Fig. 1 revela a existência de um 

:omportamento inverso entre os valores de sensibili

dade e de especificidade dos resultados obtidos coir 

antígeno de L. biflexa estirpe Buenos Aires, à medida em 

que a diluição dos soros decresce.

Ao nível da diluição dos soros de aproximadamente 

1 :2 0 ocorre o cruzamento entre as curvas relativas às 

características de sensibilidade e de especificidade 

absolutas. Pode-se verificar ser esta a diluição que 

oferece os melhores valores simultâneos para as duas 

características analisadas.

DISCUSSÃO

Os resultados apresentados nas Tab. de 1 a 3 e na 

Fig. 1 comprovam que, com o aunento na concentração do 

soro, há concomitantemente un aumento no poder discri 

minador do antígeno de L  biflexa. No entanto, também é 

possível constatar-se a existência de un decréscimo 

nos valores relativos a especificidade da reação, ou 

seja, aumenta a freqüência de resultados falso- 

positivos.

Este tipo de relação inversa entre as caracterís 

ticas de sensibilidade e de especificidade já foi re
13

ferido por TIZARD (1977) em sua análise sobre as 

características dos métodos de diagnóstico sorológico.

A observação da Fig. 1 comprova que, na diluição 

dos soros no valor aproximado de 1:2 0 , foi possível a 

obtenção do melhor resultado simultâneo para as 

características de sensibilidade e de especificidade 

para o antígeno de L. biflexa estirpe Buenos Aires, no 

diagnóstico da leptospirose em suínos experimental

mente infectados pelo sorotipo pomona de L. interrogans. 

SCHÕNBERG (1979) verificou em quatro suínos reagen- 

tes para L. interrogans com títulos iguais ou superiores a 

100, a ocorrência de reações para antígenos de L. biflexa 

sorotipos Patoc e São Paulo, nas diluições do soro de 

1 :1 0 e 1:2 0 .

A observação das Tab. 2 e 3 referentes ao exame 

dos soros provenientes, respectivamente, dos suínos 

dos grupos "A" e "B", confirma que tais grupos apre

sentaram o mesmo perfil sorológico ainda quando as di

luições do soro foram inferiores ao valor 1:100. Esta 

constatação reforça a conclusão já relatada em inves

tigação anterior ^  de que o fornecimento de água de 

bebida, experimentalmente contaminada com L. biflexa es

tirpe Buenos Aires, não foi capaz de determinar modi

ficações no perfil sorológico dos animais.

CONCLUSÕES

1. Em soros de suínos experimentalmente infectados com 

L  interrogans sorotipo pomona, a diluição de 1:20 foi 

a que ofereceu os melhores valores simultâneos para

8raz. J. vet. Res. anim . Sei., São Paulo, 2 7 (1 1 :3 3 -3 9 , 1990.
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as características de sensibilidade e de especifi

cidade para a reação de SAM com o antfgeno de L. 

biflexa estirpe Buenos Aires.

2. Mesmo em concentrações elevadas de soro, os valores 

de sensibilidade e de especificidade observados não 

permitem recomendar-se o emprego do antfgeno de L. 

biflexa estirpe Buenos Aires para o diagnóstico da 

leptospirose sufna através da reação de SAM.

VASCONCELLOS, S.A.; OHTSUBO, I.; YASUDA, P.H.; 

MORETTl, A.S.; ITO, F.H.; PASSOS, E.C.; CORTES, 

J.A. The influence of serum concentration on the 

sensitivity and specificity of the microscopic 

aglutination test, using the L. biflexa, Buenos Aires 

strain, as antigen for diagnosing swine 

leptospirosis. Braz. J. vet Res. arúm. Sci., São Paulo, 

27(1):33-39, 1990.

SUMMARY-. The influence of serum concentration on the 

results of the microscopic agglutination test (MAT),

using the L. biflexa strain Buenos Aires as antigen, was

investigated in three experimental groups of swines.

The group "A" composed of nine animals was the

control. The group "B" composed of ten animals had its

water supply contaminated with the L. biflexa strain

during the first three experimental days. The group

"C" composed of ten animals was inoculated with a

virulent strain of L. interrogans serovar pomona by the

intraperitonial route. The blood collections were
, ,th ,cth ,nth 

obtained on the experimental days 5 , 15 , 30 ,

39th and 51s t . The serum dilutions tested were: 1:10;

1:20; 1:40; 1:80 and 1:100. The amounts of negative

results in group "A" represented the specificity of

the test and the amounts of positive results in group

"C" the sensitivity. The results showed that when the

concentration of the serum increases there was also aft

increase in its sensitivity but there was a decrease

in its specificity. The best results of both of these

characteristics were 60% at the serum dilution of

1:2 0.

UNITE RMS: Leptospirosis in swine; Leptospira interrogans 

Leptospira biflexa; Soroagg I ut i nat i on

T A B E L A  1 - Resultados das provas de soroaglutinação microscópica para a leptospirose, e m  suínos do grupo "C  , expert 
mentalmente infectados via intraperitonial c o m  L. interrogans sorotipo pomona, segundo a diluição do soro, 

o tipo de antígeno empregado e o momento da investigação, e m  que foi realizada a colheita de sangue. São 
Paulo, 1989.

5» 15» 30* 39» 51 » TOTAL

DILUIÇÃO D o " ANTÍGENO 
SORO

I I I I I I ' I I I I I I I I I I I I

POS / EX 5/10 7/10 10/10 9/10 10/10 10/10 10/10 9/10 10/10 5/10 45/50 40/50
1 :10

% 50.00 70.00 100,00 90,00 100.00 100,00 100,00 90,00 100,00 50,00 90,00 80,00

POS / EX 4/10 4/10 10/10 6/10 10/10 8/10 10/10 8/10 10/10 3/10 44/50 29/50
1 :20

% 40,00 40,00 100,00 60,00 100,00 80,00 100,00 80,00 100.00 30,00 88,00 58,00

POS / EX 0/10 2/10 10/10 5/10 10/10 5/10 10/10 4/10 10/10 2/10 40/50 18/50
1 :40

% 0.00 20,00 100.00 50,00 100,00 50,00 100.00 40,00 100,00 20.00 80,00 36.00

POS / EX 0/10 1/10 10/10 2/10 10/10 0/10 10/10 2/10 8/10 3/10 38/50 8/50
1:80

% 0,00 10,00 100,00 20,00 100,00 0,00 100,00 20,00 80.00 30,00 76,00 16,00

POS / EX 1/10 1/10 10/10 1/10 1/10 0/10 10/10 3/10 9/10 3/10 40/50 8/50
1 :100

% 10.00 10,00 100,00 10,00 100,00 0,00 100,00 0,00 90,00 30,00 80,00 16,00

(a ) 1 =  Antígeno de L. interrogans sorotipo pomona
II *= Antígeno dc L. biflexa estirpe Buenos Aires

% =  Valor expresso em percentual
POS/EX = Número de soros reagem es sobre número de soros examinados

Braz. J. vet. Res. anim . Sci., São Paulo, 2 7 (1 ): 33-39, 1990.
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TA B E L A  2 Resultados das provas de soroaglutinação microscópica para leptospirose em sumos do grupo A console 

não infectado, segundo a diluição do soro o tipo de antígeno empregado e ■> momento da investigação er> 

que foi realizada a colheita de sangue São Paulo 1989

~^=^~~_DATA COUltlTA

^ ----
s o r e T ^ ' ' ' ' ' ^

DILUIRÃO I 11 I 11 I I I I I I I I I
1 ! 11

P0S / EX 3/9 8/9 9/9 0/9 0/9 7/9 0/9 5/9 0/9 4/9 3/45 33/45
1 :10

* 33,33 88,88 0.00 100.00 0,00 77,77 0,00 55,55 0,00 44,44 6,66 73,33

P0S / EX 1/9 1/9 0/9 3/9 0/9 4/9 0/9 1/9 0/9 5/9 1/45 15/45
1 :20

% 11,11 11,11 0,00 33,33 0,00 44,44 0,00 11,11 0,00 66,66 2,22 33,33

P0S / EX 0/9 1/9 0/9 0/9 0/9 3/9 0/9 0/9 0/9 2/9 0/45 6/45
1 :40

% 0,00 11,11 0,00 0,00 0,00 33,33 0,00 0,00 0,00 22,22 0,00 13,33

POS / EX 0/9 0/9 0/9 0/9 0/9 2/9 0/9 2/9 0/9 2/9 0/45 6/45
1 :80

% 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 22,22 0,00 22,22 0,00 22,22 0,00 13,33

POS / EX 0/9 0/9 0/9 0/9 0/9 0/9 0/9 2/9 0/9 1/9 0/45 3/45
1 :100

% 0,00 0,00 0.00 0,00 0,00 0,00 0,00 22,22 0,00 11,11 0,00 0,66

(a ) I *  Antígeno de L. interrogans sorotipo pomona
U *  Antígeno de L. biflexa estirpe Buenps Aires
% *  Valor expresso em percentual

POS/EX 3 Número de soros reagfentes sobre número de soros examinados

T A B E L A  3 Resultado das provas de soroaglutinação microscópica para a leptospirose, em suínos do grupo "B' que re 

cebeu água de bebida experimentalmente contaminada c om L. biflexa estirpe Buenos Aires, segundo a d ilu i 

çâo do soro, o tipo de antígeno empregado e o momento da investigação e m  que foi realizada a colheita de 

sangue. São Paulo, 1989

DILUIÇÃO —̂ Nt  J g ETrjTj 
D0. SORO

5» 1 5t 30» 39» 51» TOTAL

I I I I I I I I I I 11 I 11 I I 1

POS / EX 2/10 7/lC 1/10 7/10 0/1C 6/10 0/10 7/10 0/10 3/10 3/50 30/50
1:10

% 20,00 70, OC 10,00 70,00 0,0C 60,00 0,00 70,00 0,00 30,00 6,00 60,00

POS / EX 0/10 2/1C 0/10 1/10 0/1C 2/10 1/10 1/10 0/10 2/10 1/50 8/50
1 :20

* , 0,00 20,OC 0,00 20,00 o.oc 20,00 10,00 10,00 0,00 20,00 2,00 16,00

POS / EX 0/10 0/1C 0/10 0/10 0/1C 3/10 0/10 2/10 0/10 1/10 0/50 6/50
1 :40

% 0,00 O.OC 0,00 0,00 o.oc 30,00 0,00 20.00 0,00 10,00 0,00 12,00

POS / EX 0/10 O/IC 0/10 0/10 0/1C 2/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/50 2/50
1 :80

% 0,00 0,0C 0,00 0,00 0,0C 20.00 0,00 0,00 0,00 0,C0 0,00 4,00

POS / EX 0/10 0/1C 0/10 1/10 0/1C 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/50 1/50
1 :100

% 0,00 o.oc 0,00 0,00 0,0C 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,00

(a ) I =  Antígeno de L. interrogans sorotipo pomona
II »  Antígeno de L  biflexa estirpe Buenos Aires,

*  Valor expresso em percentual
POS/EX *  Número de soros re agentes sobre número de soros examinado*

Braz. J. vet. Res. anim. Sei., São Paulo, 27(1 ) : 33-39, 1990.
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