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Resumo

Foram realizadas trés investigacoes
sorolégicas de canino, para pesquisa de
anticorpos anti-leptospira.

1- A primeira investigagcdo ocorreu no
Laborat6rio VP Laboratorio de
Andlises/Veterinaria  Preventiva, em
2014 testando-se 240 soros.

2- A segunda investigacdo foi realizada
na Universidade Federal do Parand em
2016, com amostras de 16 cdes da raca
Beagle, vacinados contra leptospirose,
com uma série de 4 vacinacoes.

3- A terceira investigacdo, foi realizada
em 2019, com 150 amostras de soros de
cdes com suspeita de Leptospirose,
recebidas pelo Centro de Diagndstico
Marcos Enrietti (ADAPAR/PR). Das 150
amostras, 100 com resultado negativo e
50 com resultado positivo, pela técnica
de SAM / MAT. Estes soros foram
repassados para a Industria Biogal, que
produz 0s Kits DOT-ELISA
ImmunoComb®.

A primeira investigacao, realizada
em 2014, tinha o objetivo de averiguarmos
240 soros recebidos pelo Laboratério
Veterinaria Preventiva, com suspeita de
leptospira, os quais foram testados pela
Técnica Soroaglutinagao
Microscopica(SAM/MAT), frente ao Kit DOT-
Elisa ImmunoComb® Leptospira 1gG.

Como € um kit que determina a
presenca de IgG e esta imunoglobulina ja
esta presente na corrente sanguinea a partir
de 7 dias apés a infeccao, pode ser utilizado
principalmente nas cidades do interior, que
tem imensa dificuldade de enviar as
amostras para os Laboratérios que realizam
a SAM/MAT.

O mix de sorovares presentes no kit
ImmunoComb® séo, L. icterohaemorrhagiae
(copenhageni e RGA), L. canicola, L.
pomona e L. grippotyphosa.

Alguns soros positivos na SAM
apresentavam resultados negativos no
ImmunoComb® e o inverso também. A

conclusao que tiramos a principio era que o
ImmunoComb® ndo funcionava como
deveria.

Em 2016, foi realizada a segunda
investigacao, e obtivemos a resposta para
nossas davidas.

O Pesquisador Dr José Francisco
Warth, professor da Faculdade de
Veterinaria da UFPR, estava preocupado
com as vacinagdes contra Leptospira.

Poucos meses ap0s a vacinacao, 0s
soros de animais vacinados com vacinas
inativadas testados na SAM/MAT obtiveram
resultados negativos.

Sua pesquisa constituiu-se em uma
série de 4 vacinacdes. Apds a coleta de
amostras, constatou-se, mesmo com as 3
séries de vacinas, pela técnica SAM/MAT,
gue o0s caes nao estavam produzindo
anticorpos contra os sorovares das vacinas.

Foi realizado o teste destes soros com
0 Kit ImmunoComb® Leptospira 1gG, o0 que
constatou altos titulos de anticorpos.

Levou-nos a crer que a Técnica
SAM/MAT néo detecta o anticorpo IgG, o que
explicava as diferencas no diagnostico, entre
as Técnicas SAM/MAT e o Kit DOT-ELISA
ImmunoComb Leptospira I1gG.

Em 2019, foi realizada a 32
investigacdo. A Biogal, produtora do Kit
ImmunoComb Leptospira IgG canina, estava
necessitando de soros positivos e negativos
para utilizarem no controle da qualidade de
sua producao.

O Laboratério Marcos Enrietti
(ADAPAR-PR) forneceu estas amostras
sendo 100 amostras negativas e 50 positivas
na Técnica SAM/MAT.

Solicitamos, no intuito de completar
nosso trabalho, que realizassem os testes
destas amostras com o Kit ImmunoComb®
19G.

Foram constatados resultados
semelhantes aos obtidos cinco anos atras.
Por informacdo da industria, muitos soros
negativos e com forte suspeita de Leptospira
apresentavam-se completamente ictéricos.

Todas as amostras com suspeita de
Leptospira que chegam aos laboratérios para
realizarem a SAM/MAT, caso ocorra
resultado negativo ou suspeito, é solicitado
nova amostra dentro de 5 dias.

Inimeras vezes 0s soros enviados
para novo exame continuavam negativos ou



suspeitos e estes cdes com suspeita de
Leptospira ndo eram tratados, morriam ou
certamente continuavam portadores da
enfermidade. Isto sugere que a SAM/MAT
nao seja capaz de detectar pacientes que ja
passaram da fase aguda, ou entre 7 dias e
10 dias.

Com o Kit ImmunoComb® Leptospira
IgG pode-se diagnosticar cdes que ja
passaram da fase aguda bem como cées no
estado cronico.

Pode-se perguntar: “Mas e no caso de
cdes que vivem em apartamentos, foram
vacinados e tiveram contato com
Leptospira?”.

Estes cdes nao desenvolverao
leptospirose ou nao terdo sintomas da
doenca, salvo se forem levados para
fazendas ou cdes que vivem nessas
propriedades com sintomas, logicamente
deverdo ser testados com sorovares que
infectam bovinos, equinos e suinos.

O intuito deste relatorio, apresentando
os achados das trés investigacoes, é sugerir
gue o teste de SAM/MAT possa nao detectar
anticorpos 1gG no sangue e pode estar
liberando como negativos caes que deveriam
ser tratados..

1.2 ImmunoComb® Leptospira IgG - DOT-
ELISA

O kit € composto por uma placa com 12
colunas de pocos. Cada coluna com seis
pocos, contem as mesmas solugdes utilizadas
nos testes de ELISA convencionais.

O antigeno, ao invés de estar
adsorvido no fundo de cada poco de uma
placa de ELISA, esta adsorvido em uma
lamina plastica, semelhante a um pente, no
caso deste kit, esta adsorvido o mix de

sorovares L. icterohaemorrhagiae
(copenhageni e RGA), L. canicola, L.

pomona e L. grippotyphosa.

Neste também contém adsorvido o
controle positivo.

O kit contém dois componentes
principais: um cartdo de plastico em forma de
pente (figura 1) e a placa de desenvolvimento
(figura 2).
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1. Material e métodos

pontos com adsorgdo de
antigenos das sorovares

1.1 Soroaglutinacdo microscopica (SAM
MAT)

A técnica é realizada de acordo com
Galton et al. (1965). Aliquotas de soro séo
adicionadas em tubos de ensaio contendo
PBS e homogeneizadas resultando em uma
solucdo mée de 1:25, a qual é inserida em
pocos (placa de 96 pocos) de diferentes
sorovares utilizados. Em seguida, outras
diluicbes sdo preparadas a partir da solucao
mée (1:50, 1:100, 1:200 e 1:400) e recebem
50 pL de cada sorovar de Leptospira
interrogans. As placas séo incubadas a 37°C
por 30 minutos e a leitura realizada em
microscopio de campo escuro considerando-
se como reagentes as concentracdes que
possuem 50% de aglutinagao.

Figura 1. Cartéo plastico em forma de pente.

Figura 2. Placa de desenvolvimento.

O Pente possui 12 dentes suficientes
para 12 testes. Cada dente é utilizado em uma
coluna correspondente de poc¢os, na placa de
desenvolvimento. Amostras individuais ou
multiplas podem ser testadas, basta destacar
a quantidade desejada de dentes do pente.



Antigenos das sorovares estdo
adsorvidos em um ponto na parte inferior de
cada dente do pente. O ponto superior € a
referéncia positiva (figura 3).

Figura 3. Locais de adsor¢do do antigeno do controle
positivo (ponto superior) e dos antigenos de sorovares
de Leptospira interrogans.

A primeira etapa do ensaio € depositar
amostra de soro ou plasma no poco da linha
A da placa de desenvolvimento.

Em seguida, o pente é inserido no pogo
A gue possui a amostra e incubado por 5
minutos. Posteriormente o pente é transferido
para os pocos restantes (B-F), em intervalos
de tempo informados de acordo com o manual
de instrucées do fabricante (figura 4). Os
anticorpos IgG especificos da espécie, se
presentes, ligam-se aos antigenos adsorvidos
nos pontos do pente.
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Figura 4. Insercdo do pente na placa reveladora e
sequéncia de insercdo nos demais pogos do Kit
ImmunoComb®.

A intensidade do resultado de cor
corresponde diretamente ao nivel de
anticorpos na amostra. Os resultados sé&o
registrados comparando o ponto de referéncia
positivo (superior) com o ponto do teste
(inferior)

A leitura do teste é realizada pela
leitora CombCam®.

Os titulos séo fornecidos com valores S
(scores).

Resultado Interpretacao
ImmunoComb®
SO Negativo
S1 Suspeito
S2 Suspeito
S3 Positivo
S4 Positivo
S5 Positivo
S6 Positivo

Tabela 1. Interpretacdo dos Scores (S) resultantes do
método DOT-Elisa ImmunoComb®.

2. Investigacoes

2.1 Na primeira investigacao, no ano
de 2014, foram testados 240 soros caninos
provenientes da rotina diagnostica do
Laboratorio VP Laboratério de Analises da
cidade Curitiba (PR), utilizando as técnicas de
soroaglutinacdo  microscépica (com  0s
sorovares canicola, icterohaemorrhagiae,
grippothyphosa, copenhageni, wolff e
pomona) e DOT-ELISA (ImmunoComb® IgG -
Biogal Galed Labs. Israel).

Os soros de cdes com historico
compativel com a doenca foram enviados ao
laboratorio por Clinicas Veterinarias e
estocados em freezer a -20 °C.

2.2 Na segunda investigacao (2016),
0s pesquisadores da Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade Federal do
Parana (dados nao publicados) avaliaram 16
cées daraca Beagle de aproximadamente oito
meses de idade. O experimento foi conduzido
em ambiente restrito e controlado, sem
histérico da doenca, estando aparentemente
livre da infeccdo por leptospira e os céaes
mantidos isolados.

Os grupos receberam quatro doses de
vacinas comerciais iniciando a primeira aos 45
dias de idade (11/03/2015), a segunda aos 72
dias (07/04/2015), a terceira aos 121 dias de
idade (26/05/2015) e, por fim, a quarta
vacinacao 395 dias ap0s a terceira vacinacao
(24/06/2016). Para isto foram empregadas
bacterinas comerciais inativadas contendo os
sorovares Canicola e Icterohaemorrhagiae.

A colheita das amostras de sangue foi
realizada sempre 25 dias apds cada
vacinacdo e submetidas ao teste de
soroaglutinagéo microscopica pelo
Laboratorio Veterinaria Preventiva e ao
método DOT-Elisa ImmunoComb® pela
Biogal Galed Labs.



2.3 Na terceira investigacédo, 150
amostras de soro de cdes com suspeita de
leptospirose foram enviadas ao Centro de
Diagnostico Marcos Enrietti. Foram testadas
frente as técnicas de soroaglutinacdo
microscopica e dot-ELISA ImmunoComb®
Leptospira canina IgG pela Biogal Galed Labs.

3. Resultados

3.1 Resultados primeira investigacao

Das 240 amostras testadas, 111
foram reagentes (46,25%) no teste de
soroaglutinacao microscopica com
titulagcbes maiores ou iguais a 1:100. No
método ImmunoComb® o0 numero de
amostras positivas foi 202 (84,17%).

Em relagdo aos sorovares,
icterohaemorrhagiae foi o mais frequente
entre as amostras, seguido de canicola e
copenhageni (tabela 2). Tesseroli, et al.
(2005) investigaram a prevaléncia da
leptospirose em cdes da mesma regiao
constatando o sorovar copenhageni como
o de maior frequéncia (86,84%) seguido
de canicola e icterohaemorrhagiae com
9,65% e 2,63% respectivamente. Martins,
et al. (2013) avaliaram o niumero de casos
da doenca em cées nos anos de 2009 e
2010, concluindo que os sorovares em
maior frequéncia foram canicola (33,4%)
e icterohaemorrhagiae (51,4%)
respectivamente. Dessa forma, é possivel
observar uma mudanga no cenario
epidemiolégico da cidade de Curitiba e
regido metropolitana nos ultimos treze
anos.



Tabela 1. Detalhamento de todos o0s 240 soros testados nas 36 - 1:200 1:100 - - S2
técnicas de soroaglutinacdo microscépica e DOT-Elisa 37 1:25 1:100 1:50 - - S2
ImmunoComb® 38 1:25 - - 1:25 - Sl.
» 39 - - - - - Negativo
SORO SOROAGLUTINACAO (IgM) Immunocomb 40 1:50 1:50 _ _ _ S1
(N°) | canicola | Ictero Grippo | Copen | Wolff | Pomona (IgG) 41 1:25 - - - 1:400 S5
1 1:200 1:25 - - - - sS4 42 - - - - - Sl
2 1:50 - - - - 1:200 sS4 43 - - - - - Sl
3 - - - - - - Negativo 44 - - - - - Negativo
4 1:50 1:100 - - - - S1 45 - 1:100 1:50 - - S3
5 - 1:100 - - - - S1 46 1:50 1:400 1:400 - - S4
6 - 1:100 - - - - S1 47 1:400 1:400 1:100 - 1.50 S4
7 - - - - - - S1 48 - 1:100 1:50 1:400 - S5
8 - 1:100 - - 1.50 - S1 49 - 1:100 1:200 - - S4
9 1:100 - - - - - Negativo 50 - 1:25 - - - Negativo
10 - 1:25 - - - - Negativo 51 - 1:50 - - - S1
11 - - - - - - Negativo 52 - 1:50 - - 1:25 S1
12 - - - - - - S1 53 1:25 1:50 - - - Sl
13 1:100 - 1:200 - 1.50 - S2 54 - 1:25 - - - Sl
14 1:400 1:100 1:25 - - 1:100 S5 55 - - - - - Negativo
15 1:200 1:200 1:100 1:50 1:25 - S2 56 - 1:25 - - - Sl
16 1:50 1:400 1:25 1:400 - - S4 57 - 1:400 1:100 - - S4
17 1:50 1:400 1:200 1:400 - - S3 58 - 1:50 - - - S3
18 1:400 1:50 - 1:50 - - S3 59 1:100 1:50 - - - S4
19 - 1:200 1:50 1:100 - - S1 60 1:200 1:100 1:50 - - S4
20 1:50 1.25 - - - - S2 61 - - - - - Negativo
21 1:25 - 1:25 - 1:25 - Negativo 62 - - - - - S1
22 - - - - - - Negativo 63 1:100 1:100 - - - S3
23 1:25 1:25 - 1:25 - - Negativo 64 1:400 1:400 - - - S5
24 - - - - - - Negativo 65 - - - - - Negativo
25 1:400 1:25 - 1:25 - - S3 66 - - - - - Negativo
26 1:100 1:25 - - - - S3 67 - 1:25 - - - S1
27 1:50 1:100 - 1:100 - - S4 68 - 1:50 - - - S1
28 - 1:50 - - - - Negativo 69 1:25 1:100 - 1:25 - S4
29 - 1:400 - - - 1:25 S3 70 1:100 1:50 - - sS4
30 1:25 - - - - - S2 71 - 1:50 - 1:25 - S2
31 1:50 - - 1:50 - - S1 72 - - - - - Negativo
32 1:25 - - - 1:50 - S2 73 - 1:200 1:50 - - S3
33 - - - - - - S1 74 1:50 - - - - S1
34 - - - - - - S1 75 1:25 1:25 1:25 - - Negativo
35 1:50 - - - - - S2 76 1:25 1:100 - - 1:50 S3




77 1:25 - - - - S1 118 - - - - - - Negativo
78 - - 1:25 - - S1 119 - 1:200 - 1:200 - - S5
79 - 1:25 - - - S3 120 - 1:400 - 1:400 - - S3
80 1:25 1:50 - 1:25 - S2 121 - 1:100 - - - - S2
81 - - - - - Negativo 122 - 1:50 - - - - S1
82 1:200 1:50 - - 1:50 S3 123 - - - 1:200 - - S3
83 1:25 1:25 - - - S1 124 - 1:200 - - - - S3
84 - 1:50 - - - S1 125 1:50 - - - - - S1
85 1:25 1:200 1:100 - - S2 126 - 1:100 - - - - S1
86 1:50 1:400 1:50 - - S3 127 1:100 1:400 - 1:50 - - S4
87 - 1:25 1:25 - - S2 128 1:50 1:200 - 1:100 - S4
88 1:50 1:25 - - - S5 129 1:50 1:200 - 1:400 - - S5
89 1:50 1:200 1:400 - - S5 130 - 1:400 - 1:400 - - S4
90 - 1:50 - - - S2 131 - 1:200 - 1:50 - - S4
91 - - - - - Negativo 132 - 1:200 - 1:25 - - S3
92 - - - - - S1 133 1:50 1:100 - 1:50 1:25 - S3
93 - - - - - S1 134 - 1:100 - 1:50 - - S1
94 1:100 1:100 1:400 - - S5 135 - 1:400 - - - - S2
95 1:100 1:200 - - - S2 136 1:200 1:400 1:25 1:400 - - S5
96 - 1:100 1:100 - - S4 137 1:200 - - 1:200 - - S3
97 - - - - - Negativo 138 1:100 1:200 - 1:100 - 1:200 S4
98 - - - - - S1 139 1:50 1:100 - 1:400 - - S3
99 1:200 1:100 1:25 - 1:100 S4 140 1:25 1:400 - 1:400 - - S5
100 1:25 - - - - S4 141 1:100 - - - - - S1
101 - 1:25 - - - S2 142 - 1:100 - 1:25 - - S1
102 1:400 1:200 - - - S5 143 1:25 1:100 - 1:100 - - S2
103 1:50 - - - - S1 144 1:100 1:400 - 1:400 - 1:25 S5
104 1:100 - - - - S2 145 - 1:25 - - - - S1
105 1:200 1:100 1:50 - - S4 146 - - - - - - S4
106 1:50 - 1:25 - 1:100 S5 147 - - - - - - S1
107 - - - - - Negativo 148 - 1:200 - 1:100 - - S1
108 1:50 1:100 1:25 - - S1 149 1:50 1:400 - - - 1:400 S5
109 - 1:100 1:400 - - S3 150 1:50 1:400 1:25 1:400 - - S4
110 - 1:50 - - - S1 151 - - - - - - Negativo
111 - - - - - S1 152 - - - - - - S1
112 1:25 1:25 - - - S2 153 - - - - - - Negativo
113 1:25 1:25 - - 1:100 S3 154 - - - - - - Negativo
114 1:100 1:100 1:50 - - S3 155 1:100 1:50 - - - 1:25 S1
115 - - 1:50 - - S3 156 1:200 1:400 - 1:400 - - S4
116 - 1:400 - - 1:25 S5 157 - - - - - - Negativo
117 - 1:100 - - - S3 158 1:50 1:25 - - - - S1




159 1:25 - - - - - S3 200 - - - - S1
160 1:100 1:50 - - - 1:100 S5 201 - 1:100 - 1:200 S1
161 - - - - - - S1 202 - - - - Negativo
162 - - - - 1:25 - S2 203 - - - - S1
163 - 1:50 - 1:25 - - S1 204 - - - - S1
164 - - - - - - S2 205 - 1:400 1:100 | 1:400 S4
165 - - - 1:25 - - S3 206 - 1:400 - 1:200 S3
166 1:50 - - - - - S1 207 - 1:400 - 1:100 S3
167 1:50 1:200 - - 1:25 1:25 S2 208 - - - - S1
168 1:25 1:200 - 1:50 - - S3 209 1:25 1:200 - - S3
169 - - - - - - S2 210 - - - - S1
170 - - - - - - S1 211 1:25 - - - S1
171 - - - - - - S1 212 - 1:400 1:50 1:400 S5
172 - 1:400 - 1:50 - - S2 213 - 1:200 - 1:200 S4
173 - 1:50 - 1:25 - - S1 214 - 1:100 - 1:25 S1
174 - - - - - - Negativo 215 1:100 1:100 - 1:400 S3
175 1:50 1:400 - 1:200 - - S3 216 1:200 1:400 - 1:400 S4
176 1:25 1:50 - - - - S4 217 - 1:100 1:400 | 1:100 S4
177 1:50 - - - - - S3 218 1:50 1:400 1:25 1:400 S5
178 - - - - - - Negativo 219 - 1:400 - 1:400 S4
179 1:50 1:50 - 1:25 - - S1 220 1:50 1:400 - 1:400 S4
180 1:50 1:25 - 1:50 - - S4 221 1:50 1:400 - - S4
181 1:25 1:25 - - - - S2 222 - - - - S1
182 1:25 1:25 - - - - S2 223 1:50 - - - S2
183 - - - - - - Negativo 224 - - - - Negativo
184 - - - - - - Negativo 225 1:100 1:50 - - S3
185 - - - - - - Negativo 226 - 1:400 - 1:400 S3
186 - - - - - - Negativo 227 1:25 - - - S1
187 - 1:400 - 1:400 - - S5 228 1:200 1:100 - 1:400 S5
188 - 1:400 - 1:200 - - S5 229 - - - - S2
189 - 1:25 - - - - S2 230 - - - - S1
190 - - - - - - Negativo 231 1:25 1:400 1:200 | 1:400 S5
191 - 1:25 - - - - S1 232 - - - - S1
192 - - - 1:50 - - S4 233 - 1:50 - - S1
193 - - - - - - Negativo 234 - - - - S1
194 - - - - - - S1 235 - - - - S1
195 - 1:400 - 1:400 - - S5 236 - 1:25 - - S1
196 - 1:50 - 1:200 - - S4 237 1:25 - - - S1
197 - - - - - - Negativo 238 - - - - S1
198 - 1:50 - - - - S3 239 - - - - S1
199 - - 1:100 | 1:100 - - S5 240 1:50 - - - S3




Tabela 2. Amostras gue obtiveram resultado positivo (>1:100) na Soroaglutinacdo Microscoépica e seus respectivos resultados no

método DOT-Elisa ImmunoComb® lgG.

SORO Soroaglutinagdo DOT-Elisa
A Microscopica ImmunoComb®
(N°)
IgM (19G)
1 | Reagente (1:200) IgM Positivo S4  IgG
2 | Reagente (1:200) IgM Positivo S4
4 | Reagente (1:100) Suspeito S1
5 | Reagente (1:100) Suspeito S1
6 | Reagente (1:100) Suspeito S1
8 | Reagente (1:100) Suspeito S1
9 | Reagente (1:100) Negativo
13 | Reagente (1:200) Suspeito S2
14 | Reagente (1:400) Positivo S5
15 | Reagente (1:200) Suspeito S2
16 | Reagente (1:400) Positivo S4
17 | Reagente (1:400) Positivo S3
18 | Reagente (1:400) Positivo S3
19 | Reagente (1:200) Suspeito S1
25 | Reagente (1:400) Positivo S3
26 | Reagente (1:100) Positivo S3
27 | Reagente (1:100) Positivo S4
29 | Reagente (1:400) Positivo S3
36 | Reagente (1:200) Suspeito S2
37 | Reagente (1:100) Suspeito S2
41 | Reagente (1:400) Positivo S5
45 | Reagente (1:100) Positivo S3
46 | Reagente (1:400) Positivo S4
47 | Reagente (1:400) Positivo S4
48 | Reagente (1:100) Positivo S5
49 | Reagente (1:100) Positivo S4
57 | Reagente (1:400) Positivo S4
59 | Reagente (1:100) Positivo S4
60 | Reagente (1:200) Positivo S4
63 | Reagente (1:100) Positivo S3
64 | Reagente (1:100) Positivo S5
69 | Reagente (1:100) Positivo S4
70 | Reagente (1:100) Positivo S4
73 | Reagente (1:200) Positivo S3
76 | Reagente (1:100) Positivo S3

82

85

86

89

94

95

96

99
102
104
105
106
108
109
113
114
116
117
119
120
121
123
124
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140

Reagente (1:200)
Reagente (1:200)
Reagente (1:400)
Reagente (1:400)
Reagente (1:100)
Reagente (1:200)
Reagente (1:100)
Reagente (1:200)
Reagente (1:400)
Reagente (1:100)
Reagente (1:200)
Reagente (1:100)
Reagente (1:100)
Reagente (1:400)
Reagente (1:100)
Reagente (1:100)
Reagente (1:400)
Reagente (1:100)
Reagente (1:200)
Reagente (1:400)
Reagente (1:100)
Reagente (1:200)
Reagente (1:200)
Reagente (1:100)
Reagente (1:400)
Reagente (1:200)
Reagente (1:200)
Reagente (1:400)
Reagente (1:200)
Reagente (1:200)
Reagente (1:100)
Reagente (1:100)
Reagente (1:400)
Reagente (1:400)
Reagente (1:200)
Reagente (1:200)
Reagente (1:400)
Reagente (1:400)

Positivo S3
Suspeito S2
Positivo S3
Positivo S5
Positivo S5
Suspeito S2
Positivo S4
Positivo S4
Positivo S5
Suspeito S2
Positivo S4
Positivo S5
Suspeito S1
Positivo S3
Positivo S3
Positivo S3
Positivo S5
Positivo S3
Positivo S5
Positivo S3
Suspeito S2
Positivo S3
Positivo S3
Suspeito S1
Positivo S4
Positivo S4
Positivo S5
Positivo S4
Positivo S4
Positivo S3
Positivo S3
Suspeito S1
Suspeito S2
Positivo S5
Positivo S3
Positivo S4
Positivo S3
Positivo S5

141
142
143
144
148
149
150
155
156
160
167
168
172
175
187
188
195
196
199
201
205
206
207
209
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
225
226
228
231

Reagente (1:100)
Reagente (1:100)
Reagente (1:100)
Reagente (1:400)
Reagente (1:200)
Reagente (1:400)
Reagente (1:400)
Reagente (1:100)
Reagente (1:400)
Reagente (1:100)
Reagente (1:200)
Reagente (1:200)
Reagente (1:400)
Reagente (1:400)
Reagente (1:400)
Reagente (1:400)
Reagente (1:400)
Reagente (1:200)
Reagente (1:100)
Reagente (1:200)
Reagente (1:400)
Reagente (1:400)
Reagente (1:400)
Reagente (1:200)
Reagente (1:400)
Reagente (1:200)
Reagente (1:100)
Reagente (1:100)
Reagente (1:400)
Reagente (1:400)
Reagente (1:400)
Reagente (1:400)
Reagente (1:400)
Reagente (1:400)
Reagente (1:100)
Reagente (1:400)
Reagente (1:400)
Reagente (1:400)

Suspeito S1
Suspeito S1
Suspeito S2
Positivo S5
Suspeito S1
Positivo S5
Positivo S4
Suspeito S1
Positivo S4
Positivo S5
Suspeito S2
Positivo S3
Suspeito S2
Positivo S3
Positivo S5
Positivo S5
Positivo S5
Positivo S4
Positivo S5
Suspeito S1
Positivo S4
Positivo S3
Positivo S3
Positivo S3
Positivo S5
Positivo S4
Suspeito S1
Positivo S3
Positivo S4
Positivo S4
Positivo S5
Positivo S4
Positivo S4
Positivo S4
Positivo S3
Positivo S3
Positivo S5
Positivo S5




Tabela 3. Amostras classificadas como suspeitas (1:25 e 1:50) na Soroaglutinacao Microscopica e seus respectivos resultados no

método DOT-Elisa ImmunoComb® lgG.

SORO g BT DOT-Elisa

(N°) IgM P ImmunoComb® (IgG)
10 Suspeito (1:25) Igm Negativo

20 Suspeito (1:50) IgM Suspeito S2  19G
21 Suspeito (1:25) IgM Negativo

23 Suspeito (1:25) IgM Negativo

28 Suspeito (1:50) IgM Negativo

30 Suspeito (1:25) IgM Suspeito S2  1gG
31 Suspeito (1:50) IgM Suspeito S1  1gG
32 Suspeito (1:50) IgM Suspeito S2  19G
35 Suspeito (1:50) IgM Suspeito S2 I9G
38 Suspeito (1:25) IgM Suspeito S1  19G
40 Suspeito (1:50) IgM Suspeito S1 I9G
50 Suspeito (1:25) IgM Negativo

51 Suspeito (1:50) IgM Suspeito S1 I9G
52 Suspeito (1:50) IgM Suspeito S1  19G
53 Suspeito (1:50) IgM Suspeito S1  1gG
56 Suspeito (1:25) IgM Suspeito S1  19G
58 Suspeito (1:50) IgM Positivo S3 [s[€
67 Suspeito (1:25) IgM Suspeito S1  1gG
68 Suspeito (1:50) IgM Suspeito S1  1gG
71 Suspeito (1:50) IgM Suspeito S2 [s[€
74 Suspeito (1:50) IgM Suspeito S1  1gG
75 Suspeito (1:25) IgM Negativo

77 Suspeito (1:25) IgM Suspeito S1 lgG
78 Suspeito (1:25) IgM Suspeito S1  1gG
79 Suspeito (1:25) IgM Positivo S3 [s[€
80 Suspeito (1:50) IgM Suspeito S2  1gG
83 Suspeito (1:25) IgM Suspeito S1 I9G
84 Suspeito (1:50) IgM Suspeito S1  1gG
87 Suspeito (1:25) IgM Suspeito S2  19G
88 Suspeito (1:50) IgM Positivo S5 lgG
90 Suspeito (1:50) IgM Suspeito S2  19G
100 Suspeito (1:25) IgM Positivo S4 IgG

Soroaglutinacdo

SORO Microscépica DOT-Elisa
(N°) IgM ImmunoComb® (IgG)
101 Suspeito (1:25) Suspeito S2  1gG
103 Suspeito (1:50) Suspeito S1  19G
110 Suspeito (1:50) Suspeito S1  19G
112 Suspeito (1:25) Suspeito S2  19G
115 Suspeito (1:50) Positivo S3  19G
122 Suspeito (1:50) Suspeito S1  19G
125 Suspeito (1:50) Suspeito S1  19G
145 Suspeito (1:25) Suspeito S1  19G
158 Suspeito (1:50) Suspeito S1  19G
159 Suspeito (1:25) Positivo S3  19G
162 Suspeito (1:25) Suspeito S2  1gG
163 Suspeito (1:50) Suspeito S1  19G
165 Suspeito (1:25) Positivo S3  1gG
166 Suspeito (1:50) Suspeito S1  1gG
173 Suspeito (1:50) Suspeito S1  1gG
176 Suspeito (1:50) Positivo S4  19G
177 Suspeito (1:50) Positivo S3  19G
179 Suspeito (1:50) Suspeito S1  19G
180 Suspeito (1:50) Positivo S4  19G
181 Suspeito (1:25) Suspeito S2  1gG
182 Suspeito (1:25) Suspeito S2  19G
189 Suspeito (1:25) Suspeito S2  19G
191 Suspeito (1:25) Suspeito S1  1gG
192 Suspeito (1:50) Positivo S4  19G
198 Suspeito (1:50) Positivo S3  19G
211 Suspeito (1:25) Suspeito S1  19G
223 Suspeito (1:50) Suspeito S2  1gG
227 Suspeito (1:25) Suspeito S1  19G
233 Suspeito (1:50) Suspeito S1  1gG
236 Suspeito (1:25) Suspeito S1  19G
237 Suspeito (1:25) Suspeito S1  1gG
240 Suspeito (1:50) Positivo S3  19G
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Tabela 4. Amostras negativas nareacdo de Soroaglutinacdo Microscoépica e seus respectivos resultados no método DOT-Elisa

ImmunoComb® IgG.

SORO | Soroaglutinagéo D=
(N°) Microscopica JTmUToEeist
(19G)
3 Negativo (-) Negativo
7 Negativo (-) Suspeito S1 IgG
11 Negativo (-) Negativo
12 Negativo (-) Suspeito S1 1gG
22 Negativo (-) Negativo
24 Negativo (-) Negativo
33 Negativo (-) Suspeito S1 IgG
34 Negativo (-) Suspeito S1 1gG
39 Negativo (-) Negativo
42 Negativo (-) Suspeito S1 1gG
43 Negativo (-) Suspeito S1 1gG
44 Negativo (-) Negativo
54 Negativo (-) Suspeito S1 1gG
55 Negativo (-) Negativo
61 Negativo (-) Negativo
62 Negativo (-) Suspeito S1 1gG
65 Negativo (-) Negativo
66 Negativo (-) Negativo
72 Negativo (-) Negativo
81 Negativo (-) Negativo
91 Negativo (-) Negativo
92 Negativo (-) Suspeito S1 IgG
93 Negativo (-) Suspeito S1 1gG
97 Negativo (-) Negativo

98
107
111
118
146
147
151
152
153
154
157
161
164
169
170
171
174
178
183
184
185
186
190
193
194
197
200

Negativo (-)
Negativo (-)
Negativo (-)
Negativo (-)
Negativo (-)
Negativo (-)
Negativo (-)
Negativo (-)
Negativo (-)
Negativo (-)
Negativo (-)
Negativo (-)
Negativo (-)
Negativo (-)
Negativo (-)
Negativo (-)
Negativo (-)
Negativo (-)
Negativo (-)
Negativo (-)
Negativo (-)
Negativo (-)
Negativo (-)
Negativo (-)
Negativo (-)
Negativo (-)
Negativo (-)

Suspeito S1 1gG
Negativo
Suspeito S1 1gG
Negativo
Reagente S4 1gG
Suspeito S1 1gG

Negativo
Suspeito S1
Negativo
Negativo
Negativo
Suspeito S1
Suspeito S2
Suspeito S2
Suspeito S1
Suspeito S1
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Suspeito S1 1gG
Negativo
Suspeito S1 IgG

gG

gG
s[€]
aG
s[€]
s[€

202
203
204
208
210
222
224
229
230
232
234
235
238
239

Negativo (-)
Negativo (-)
Negativo (-)
Negativo (-)
Negativo (-)
Negativo (-)
Negativo (-)
Negativo (-)
Negativo (-)
Negativo (-)
Negativo (-)
Negativo (-)
Negativo (-)
Negativo (-)

Negativo
Suspeito S1
Suspeito S1
Suspeito S1
Suspeito S1
Suspeito S1

Negativo
Suspeito S2
Suspeito S1
Suspeito S1
Suspeito S1
Suspeito S1
Suspeito S1
Suspeito S1

1gG
19G
1gG
19G
19G

19G
19G
I9G
19G
19G
19G
19G
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Tabela 5. Resultado das amostras de soro submetidas aos testes de soroaglutinacao

microscopica ImmunoComb® da primeira investigacado (ano 2014)

POSITIVOS

Soroaglutinagcdo
Microscépica

DOT-Elisa
Immunocomb® (IgG)

Positivos IgM 111

Positivos gG | 84

Suspeitos (1:25) 0

Suspeitos S2 IgG | 12

Suspeitos (1:50) 0

Suspeitos S11gG | 14

Negativos 0 Negativos 1
Total 111 Total 111
NEGATIVOS
Soroaglutinacao DOT-Elisa
Microscoépica Immunocomb® (IgG)
Positivos 0 | Positivos gG | 1
Suspeitos (1:25) 0 | Suspeitos S21gG| 3
Suspeitos (1:50) 0 | Suspeitos S11gG| 30
Negativos 65 Negativos 31
Total 65 Total 65
SUSPEITOS
Soroaglutinacao DOT-Elisa
MicroscOpica Immunocomb® (IgG)
Positivos 0 |Positivos IgG 13

Suspeitos (1:25) IgM 29

Suspeitos S2 IgG 15

Suspeitos (1:50) IgM 35 |Suspeitos S11gG| 30
Negativos 0 | Negativos 6
Total 64 | Total 64
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3.2 Resultados da 22 investigacao

Durante o periodo que antecedeu o inicio da 22 investigacdo, os caes receberam trés doses
de vacinas comerciais seguindo o protocolo convencional de vacinagdo sendo a primeira aos 45
dias de idade (11/03/2015), a segunda aos 72 dias (07/04/2015) e a terceira aos 121 dias de idade
(26/05/2015). Vinte e cinco dias apés cada vacinacao, foram coletados sangue e realizado o teste
SAM e o0 ELISA ImmunoComb®.

12 colheita (25 dias ap6s-12 22 colheita (25 dias ap4s-22 32 colheita (25 dias ap6s-
Soro vacinacao)* vacinacao)** 3%vacina¢do)***
Ictero Canicola ImmunoComb | Ictero Canicola ImmunoComb | Ictero Canicola ImmunoComb
1 0 50 0 0 25 1 0 25 3
2 0 0 0 0 0 1 0 0 3
3 0 0 0 25 0 1 25 0 5
4 0 50 0 0 0 1 0 0 4
5 0 50 0 0 0 1 0 0 4
6 0 25 0 0 0 2 0 0 5
7 0 100 0 0 0 2 0 0 5
8 0 0 0 0 0 3 0 0 5
9 0 100 0 0 0 0 0 0 5
10 0 25 1 25 0 3 0 0 4
11 0 0 0 0 0 2 0 0 5
12 0 50 0 0 0 1 0 0 5
13 0 50 0 0 0 1 0 0 5
14 0 50 0 0 0 1 0 0 5
15 25 50 0 0 0 2 0 0 5
16 0 0 0 0 0 2 0 0 5

Tabela 7. Resultados obtidos dos testes de soroaglutinacado microscépica e DOT-Elisa ImmunoComb® apos colheitas
de amostras de soro de cées vacinados

Legenda:

**Passados 52 dias da primeira vacinacdo, os resultados sorolégicos da SAM, parecem ter “desaparecido” com
excecdo verificada nas amotras 1, 2 e 10. Normalmente com um refor¢o vacinal, os titulos tenderiam a subir e ndo
desaparecer. Os titulos de anticorpos IgG no ImmunoComb® resultaram em scores de 1 a 3.

**Passados 101 dias da ultima vacinagdo, os resultados sorologicos da SAM desapareceram por completo, com
excecao verificada nos soros 1 e 2. Os anticorpos IgG do ImmunoComb apés a 32 vacinacdo, deram resultados com
titulos altos, indicando a quantidade de IgG esperada apds a 32 vacinagdo. Sugere entdo que nao ha anticorpos IgM
contra estes 2 sorovares.
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3.3 Resultados da 32 investigacao

Tabela 7. Cinquenta amostras POSITIVAS de soro na soroaglutinacdo microscopica SAM(IgM) e seus

respectivos resultados no kit ImmunoComb(lgG)

IMMUNOCOMB Ictero Copenhag | Castelon | Pomo | Autum | Canico |Gripp | Cyno | Pyroge
Amostra | 5ooRES I19G haem' |eni is na nalis |la 0 pteri |nes
1 1323/19 3 1:800 1:800
2 795/19 5 1:400 1:400
3 546/19 4 1:200 1:200 1:200
4 8013/18 4 1:400
5 6988/18 4 1:1600 1:1600
6 6744/18 5 1:200 1:800
7 6439/18 5 1:200 1:200
8 6043/18 5 1:800 1:1600 1:200
9 5552/18 5 1:400 1:200
10 5332/18 5 1:200 1:400 1:100
11 4419/18 4 1:400 1:400 1:400
12 3970/18 4 1:400 1:800 1:800
13 3906/18 3 1:800 1:800 1:400
14 3386/18 5 1:800 1:800 1:400
15 2978/18 5 1:800 1:800 1:200
16 1528/18 4 1:100 1:400
17 1499/18 4 1:400 1:200 1:100
18 984/18 5 1:1600 1:1600
19 983/18 3 1:200 1:200
20 850/18 4 1:800 | 1:200
21 750/18 5 1:800 1:400
22 122/18 4 1:800 1:400 1:400
23 5437/17 3 1:400 1:100 1:100 | 1:100
24 5389/17 4 1:400 1:100
25 5364/17 4 1:400 1:100
26 5262/17 5 1:100 1:100 1:400 1:400
27 5225/17 4 1:400 1:400
28 4509/17 5 1:800 1:400
29 4263/17 3 1:800 1:400
30 4257/17 5 1:200 1:100 1:400 1:100
31 4219/17 4 1:800 1:800
32 4173/17 5 1:1600 1:1600 1:1600 1:1600
33 4051/17 Suspeito S1 1:800 1:400
34 3685/17 Suspeito S2 1:400 1:200
35 3684/17 Suspeito S2 1:800 1:400 1:400
36 3683/17 4 1:800 1:400 1:400 1:100 1:100 1:100
37 3657/17 3 1:1600 | 1:800
38 3348/17 Suspeito S2 1:100 1:100 1:100 1:800 | 1:400
39 3165/17 3 1:100 1:400 | 1:100
40 3119/17 5 1:200 1:100 1:100 1:800
41 2770/17 5 1:1600 1:800
42 2724/17 5 1:800 1:400
43 2213/17 4 1:800 1:400
44 1916/17 5 1:800 1:800 1:400
45 1889/17 5 1:400
46 1453/17 4 1:400
47 1407/17 5 1:400 1:800 1:400 | 1:200
48 322/17 4 1:200 1:400
49 152/17 4 1:400 1:400
50 028/17 4 1:400
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Tabela 8. Cem amostras de soro NEGATIVAS na soroaglutinacdo microscépica - SAM e seus
respectivos resultados no kit ImmunoComb.

identificacé@o ImmunoComb
scores IgG
51 Suspeito S1
52 Positivo S3
53 negativo
54 Positivo S3
55 Suspeito S2
56 Suspeito S1
57 Suspeito S2
58 Suspeito S1
59 negativo
60 Suspeito S1
61 Positivo S3
62 negativo
63 negativo
64 negativo
65 negativo
66 negativo
67 Suspeito S1
68 negativo
69 Suspeito S1
70 Positivo S3
71 Positivo S3
72 Positivo S4
73 Suspeito S1
74 Suspeito S2
75 negativo
76 Suspeito S1
77 negativo
78 negativo
79 negativo
80 negativo
81 Suspeito S1
82 negativo
83 negativo
84 Suspeito S1
85 Suspeito S1
86 negativo
87 Suspeito S2
88 Suspeito S1
89 Positivo S3
90 Positivo S3
91 Positivo S4
92 Suspeito S2
93 Positivo S3
94 negativo
95 negativo
96 negativo
97 Positivo S3
98 Suspeito S1
99 negativo
100 Suspeito S2

identificacao ImmunoComb
scores IgG
101 Suspeito S2
102 Positivo S3
103 negativo
104 negativo
105 Suspeito S2
106 negativo
107 Positivo S4
108 Positivo 5
109 Suspeito S2
110 Suspeito S2
111 Positivo S3
112 Positivo S4
113 Positivo S4
114 Positivo S5
115 Suspeito S1
116 Positivo S4
117 negativo
118 negativo
119 Positivo S5
120 Suspeito S2
121 Positivo S5
122 Positivo S3
123 Positivo S4
124 Suspeito S1
125 Suspeito S1
126 Positivo S3
127 negativo
128 Positivo S4
129 Suspeito S1
130 Positivo S3
131 Positivo S3
132 Suspeito S2
133 negativo
134 Positivo S4
135 Suspeito S1
136 Positivo S4
137 Suspeito S1
138 negativo
139 Suspeito S2
140 Suspeito S1
141 Positivo S3
142 Positivo S3
143 Suspeito S1
144 Suspeito S1
145 Positivo S4
146 Suspeito 2
147 Suspeito S1
148 negativo
149 Positivo S5
150 Suspeito S2




Tabelas 9. Resultado das amostras de soro submetidas aos testes de

soroaglutinacdo microscopica e ImmunoComb® da terceira investigacao

50 soros DOSitiVOS, fornecidos pelo Lab Marcos Enrietti (ano 2019) Técnica (SAM/MAT)

Sorpaglutina(;éo Positivo IgMm 50 ImmunoComb ® Positivo IgG | 46
Microscopica Suspeito 0 SuspeitoS2  IgG 3
Suspeito 0 Suspeito S1  IgG 1

Total 50 Total 50

100 soros negativos fornecidos pelo Laboratério Marcos Enrietti ( 2019) Técnica (SAM/MAT)

Negativo 100 Negativo 29
s i 5 Positivo Positivo S5 1gG 5

oroagiutinacao =g <itivo ImmunoComb ® | Positivo S4 IgG 11
Microscopica — ">

Positivo Positivo S3 IgG 17

Suspeito 0 Suspeito S2 IgG 15

Suspeito 0 Suspeito S1 1gG 23

Total 100 Total 100

4. Discussao

Nossa suspeita, € de que os anticorpos
IgG séo de dificil detec¢cdo na SAM, devido ao
seu baixo poder aglutinante. E importante
ressaltar também que a imunoglobulina M
possui maior eficiéncia na acdo de
aglutinacdo devido aos sitios de ligacdo do
antigeno, ja a imunoglobulina G, a qual surge
logo apds a IgM, é mais eficiente na atividade
neutralizante e na fagocitose. “Os dados
acima relatados nos levam a crer também,
gue na técnica SAM, quando o soro €
constituido por IgM, ocorre uma malha de
aglutinacéo constituida do antigeno leptospira
e 0 anticorpo IgM, que possibilita ao técnico a
visualizacdo no microscopio desta malha e
assim possibilitando o diagndstico.

Ja, soros constituidos de anticorpos
IlgG podem ou n&o aglutinar com a
consequente formacdo da malha, porém nao
visivel devido ao tamanho da 1gG. Pode
também néo ocorrer aglutinacéo devido ao pH
da reacao, pois a aglutinagéo entre IgG e o
antigeno in vitro é melhor percebida em pH
acidificado.” (Agottani, 2019, comunicag&o
pessoal).

A 1gG também apresenta tempo de vida

maior comparada a IgM, e assim, persiste por
um tempo maior no sangue do animal (VAN
BEKKUN, 1966; HOOD et al, 1978;
ARDUINO, 2005). No caso de pacientes com
doenca cronica, a SAM apresenta baixa
eficiéncia tanto na deteccao de hospedeiros de
manutencdo como na determinacdo do grau
de imunidade a infeccéo, pois o uso de vacinas
promove o aumento do nivel sérico de
anticorpos IgG com titulos de 1:100 a 1:400.
Esta imunidade persiste normalmente por um
longo intervalo de tempo em animais
vacinados, mesmo apos resultado negativo na
SAM (BLOOD; RADOSTITS, 2002).

Tuemmers et al. (2013) observaram alta
sensibilidade (98%) e especificidade (97%) no
ImmunoComb®, porém os autores néao
relatam se o resultado S1 foi considerado
como reagente para leptospirose (fraco
positivo) como ocorre nas instru¢des de uso do
kit ou suspeito.

Um estudo realizado por Odontsetseg,
Sakado et al. (2005) demonstrou que o kit
ImmunoComb® possui eficiéncia satisfatéria
guando comparado com resultados obtidos no
SAM, sugerindo um potencial substituto na
rotina laboratorial devido sua rapidez,
sensibilidade e a n&o necessidade de
manipular culturas vivas de Leptospira,
diminuindo o risco de infecgao.
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Hartmann et al. (1984) realizaram
estudo comparativo entre a SAM, ELISA IgM
e ELISA IgG para avaliar a resposta vacinal
ao sorovar canicola em cées da raga Beagle
utiizando bacterina especifica para este
sorovar. Os autores observaram um
significativo aumento no nivel de anticorpos
lgG pelo método de ELISA apds reforco
anual. O monitoramento dos animais revelou
qgue o nivel de IgG permaneceu adequado
por um periodo de 1 ano. Ja, a resposta
avaliada pela SAM foi semelhante ao teste
de ELISA IgM apresentando uma queda nos
niveis desta imunoglobulina em apenas sete
semanas. Os autores concluiram que a
resposta imune a bacterina é de dificil
deteccdo pelo método da SAM pois os
animais vacinados podem desenvolver
baixos titulos de anticorpos aglutinantes.

A partir dessas informacbes, é
possivel explicar o aumento no niamero de
amostras positivas no ImmunoComb®
guando comparado a SAM. Esta dltima
possui limitacdes na detec¢do de anticorpos
IgG, seja por infeccdes cronicas, animais de
manutengao, ou vacinados contra
leptospirose. Assim, o kit ImmunoComb®
torna-se de suma importancia para no clinico
na investigacdo de resposta vacinal ou de
tratamento no caso de pacientes com ou sem
sintomatologia aparente.

Segundo Ojhaa, et al (2018), o kit
ImmunoComb® € mais sensivel quando

6. Referéncias

comparado a técnica de soroaglutinacao
microscopica apesar de que nao ha
identificacdo de qual sorovar esta reagindo.
Dessa forma, ndo ha possibilidade de se
obter resposta especifica sobre qual sorovar
0 paciente esta realmente protegido.

Os dados obtidos revelam que,
apesar de algumas amostras apresentarem
resultados negativos na SAM, podem essas
pertencer a pacientes em estado de
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5. Conclusao

O diagnéstico da leptospirose por
meio da técnica dot-ELISA  possui
confiabilidade no diagnéstico da doenca e
pode ser de grande utilidade na rotina
diagnostica. O método € simples, rapido e
ndo requer equipamentos complexos,
gerando baixo custo aos laboratorios e
suprindo a necessidade de algumas
localidades carentes de laboratérios
veterinarios.

Caes, com sintomas e altos titulos no
ImmunoComb leptospira 1gG, podem ser
avaliados a urina, pela técnica do PCR, para
pesquisar leptospiras.
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