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Resumo

DEWES, Caroline. Leptospirose bovina: abordagens para o diagndéstico
sorologico individual e do rebanho. 2020. 55f. Tese (Doutorado em Ciéncias) -
Programa de Pés-Graduacdo em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2020.

A leptospirose bovina esta distribuida em todo o mundo. No Brasil, a leptospirose
bovina é uma enfermidade de grande preocupacéo, causando prejuizos econémicos
a pecuaria. Além disso, essa doenca € de importante risco na saude Unica, ja que
bovinos assintomaticos podem eliminar leptospiras através da urina por longos
periodos. Atualmente, o teste de soroaglutinacdo microscopica (MAT) é
recomendado como a principal ferramenta para o diagndstico da leptospirose nos
rebanhos bovinos. Nos ultimos anos, o Rio Grande do Sul (RS) se consolidou como
importante exportador de gado vivo, refletindo diretamente na economia nacional.
Nesse contexto, nosso estudo teve como objetivos: (1) determinar a prevaléncia de
anticorpos anti-Leptospira, através do MAT, em bovinos que aguardam exportacao
na cidade de Pelotas, RS; (2) Padronizar e testar um ELISA indireto, utilizando o
sorovar Hardjo como antigeno, comparando os resultados com o MAT; e (3)
Padronizar e testar um Dot-ELISA em uma avaliacdo inicial para o diagndstico
individual e rapido da leptospirose bovina, utilizando o sorovar Hardjo como
antigeno, comparando os resultados com o MAT. Para tanto, foi calculada uma
amostra da populagéo de 4.552 animais alojados em um confinamento em Pelotas,
de 34 municipios do RS, sendo coletado o sangue e realizado o teste de aglutinacéo
microscopica (MAT). Para a realizagdo do ELISA indireto, 60 soros foram
aleatoriamente utilizados, dos quais 21,6% eram reagentes no MAT. Para o Dot-
ELISA, 34 soros bovinos, sendo 17 reagentes e 17 ndo reagentes no MAT, foram
usados. Nenhum animal incluido no estudo tinha historia de vacinacdo contra a
leptospirose. Dos 355 animais amostrados, 24 (6,76%; IC 95% 4,58-9,86) foram
reativos para pelo menos um dos antigenos do MAT. Os sorovares Hardjo e
Icterohaemorrhagiae tiveram prevaléncia de 2,53%, seguidos de Canicola com
1,97% e Grippotyphosa com 1,12%. Dos 60 soros bovinos analisados no ELISA,
seis (10%; 1C95% 4,6-20,1) soros foram considerados reagentes. De acordo com a
andlise estatistica realizada foi possivel detectar uma alta especificidade no teste
(97,87%), mas uma sensibilidade baixa (38,46%). Por outro lado, o Dot-ELISA foi
capaz de detectar anticorpos anti-Leptospira em 16 (sensibilidade = 94%) dos 17
soros bovinos reagentes no MAT. Em uma amostra de bovinos jovens, com 24
meses ou menos, a prevaléncia encontrada indica a necessidade de medidas
preventivas, como a vacinacdo dos rebanhos. Além disso, nossos resultados
mostram a exposicdo dos bovinos ao agente, que por sua vez, pode levar a
problemas na saude Unica. Pesquisas futuras podem utilizar nossos resultados para
o planejamento de estudos epidemiolégicos com o objetivo de descrever a situagao
da leptospirose em rebanhos bovinos no Rio Grande do Sul. Embora os resultados
sejam promissores, ensaios adicionais s&o necessarios a fim de padronizar a técnica
para uso em larga escala, visando a triagem rapida de casos de leptospirose em
bovinos.

Palavras-chave: Imunodiagnostico. Anticorpos. Bovinos. Leptospirose.



Abstract

DEWES, Caroline. Bovine leptospirosis: approaches to individual and herd
serological diagnosis. 2020. 55f. Thesis (Doctor degree in Sciences) - Programa de
Pés-Graduacdo em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2020.

Bovine leptospirosis is a worldwide disease. In Brazil, bovine leptospirosis is a major
disease, causing economic damage to livestock. In addition, the disease is an
important one health risk since asymptomatic cattle can eliminate leptospires through
urine for long periods. Currently, the microscopic agglutination test (MAT) is
recommended as the main tool for the diagnosis of leptospirosis in cattle herds. In
recent years, Rio Grande do Sul (RS) has consolidated as an important exporter of
live cattle, directly reflecting on the national economy. In this context, our study
aimed to: (1) Determine the prevalence of anti-Leptospira antibodies, through MAT,
in cattle awaiting export in the city of Pelotas, RS; (2) Standardize and test an indirect
ELISA, using the serovar Hardjo as antigen, comparing the results with the MAT; and
(3) Standardize and test a Dot-ELISA in an initial evaluation for the individual and
rapid diagnosis of bovine leptospirosis, using the serovar Hardjo as an antigen,
comparing the results with the MAT. A representative sample was calculated from
4,552 animals housed in Pelotas, from 34 municipalities in RS, blood was drawn, and
the microscopic agglutination test (MAT) performed for serological analysis. Indirect
ELISA was performed with 60 randomly sera, of which 21.6% were reagents in MAT.
For Dot-ELISA, 34 bovine sera, being 17 reagents and 17 non-reagents in MAT,
were used. No animals included in the study had a history of vaccination against
leptospirosis. Of the 355 animals sampled, 24 (6.76%; 95% CI 4.58-9.86) were
reactive for at least one of the MAT antigens. The serovars Hardjo and
Icterohaemorrhagiae had a prevalence of 2.53%, followed by Canicola with 1.97%
and Grippotyphosa with 1.12%. Of the 60 bovine sera analyzed in the ELISA, six
(10%; 95% CI 4.6-20.1) sera were considered reactive. According to the statistical
analysis performed, it was possible to detect a high specificity in the test (97.87%),
but a low sensitivity (38.46%). On the other hand, Dot-ELISA was able to detect anti-
Leptospira antibodies in 16 (sensitivity = 94%) of the 17 bovine sera reactive in MAT.
A sample of young cattle aged 24 months or less, the prevalence found indicates the
need for preventive measures, such as vaccination of herds. In addition, our results
show cattle exposure to the agent, which in turn can lead to one health problems.
Future research may use our results to plan epidemiological studies aiming at
describing the status of leptospirosis in cattle herds in Rio Grande do Sul. Although
the results are promising, additional tests are necessary in order to standardize the
technique for large-scale use, aiming at the rapid screening of leptospirosis cases in
cattle.

Keywords: Immunodiagnosis. Antibodies. Cattle. Leptospirosis.
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1 Introducéo

Conhecida como “Doenca de Weil”, a histdria da leptospirose comegou em
1886 quando Adolph Weil descreveu um tipo de ictericia acompanhada de
esplenomegalia, conjuntivite, disfungéo renal e algumas erupc¢des cutaneas (ADLER,
2015). No Japao e na Europa a Leptospira foi isolada pela primeira vez
simultaneamente, Arthur Stimson em 1907, descreveu a técnica da coloracdo de
prata para observar espiroguetas em tecido renal de um paciente. Stimson chamou
o0 organismo de Spirocheta interrogans, pois sua aparéncia era de um ponto de
interrogacdo (ADLER, 2015).

As Leptospiras também chamadas de espiroquetas medem aproximadamente
0,1 uym de diametro por 6-20 um de comprimento, sdo pertencentes a ordem
Spirochaetales, familia Leptospiraceae e género Leptospira. E formado por um
material nuclear, citoplasma, membrana citoplasmatica, com parede celular
peptideoglicana e dois filamentos axiais fixados cada um nas extremidades da
Leptospira. Sua temperatura Otima para crescimento € na faixa de 28 °C a 30 °C,
sendo elas aerébias obrigatérias (HINES, 2007; ADLER; MOCTEZUMA, 2010). Ja
em temperaturas inferiores a 7 °C a 10 °C ou superiores a 34 °C a 36 °C as
Leptospiras sao inibidas e em um pH inferior a seis ou superior a oito (RADOSTITS
et al., 2002).

A estrutura geral da Leptospira € semelhante a das bactérias gram-negativa,
pois possui uma membrana externa com lipopolissacarideo (LPS), o qual esta
incorporado no folheto externo, além de uma membrana interna e um espaco
periplasmatico contendo peptidoglicano (ADLER, 2015). As bactérias pertencem a
duas espécies: Leptospira biflexa de vida livre, considerada saprofita, e Leptospira
interrogans, considerada patogénica (COSATE et al., 2015). Sua classificagdo esta
em 22 espécies com 24 sorogrupos e aproximadamente 300 sorovares (ADLER;
MOCTEZUMA, 2010; BOURHY et al., 2014).

Amplamente distribuida, a leptospirose € uma zoonose causada por espécies
de bactérias patogénicas do género Leptospira (LUCAS et al., 2011). A doenca pode

afetar humanos e animais, tornando assim, um problema sério de salde Unica e
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veterinaria (HARTSKEERL et al., 2011). A relacdo entre pessoas, animais € o0 meio
ambiente estdo cada dia mais relevante, visto que, a prevaléncia de doencas
zoonoticas, contaminagcdo de agua, e solos, vem aumentando a cada dia (CDCP,
2018; OSBUN et al., 2009). As epidemias podem estar relacionadas aos fatores
socioeconbmicos,  estruturas  precdrias, crescimento de  comunidades
desorganizadas e falta de saneamento basico (VASCONCELOS et al., 2012).

Os roedores albergam a bactéria nos tubulos renais antes de eliminar na
urina, contaminando o ambiente (MIRAGLIA et al.,, 2013). Roedores como Rattus
norvegicus (ratazana) sao portadores sadios, ou seja, hdo demonstram sinais de
infeccdo, albergando as Leptospiras em seus rins e eliminando no meio ambiente,
contaminando o solo, a agua e os alimentos, mantendo assim um equilibrio biolégico
com o patégeno (ADLER; MOCTEZUMA, 2009; DAHER et al., 2010; PEREZ et al.,
2011; NALLY etal., 2011).

As Leptospiras infectam animais selvagens e domeésticos e sua transmissao
se da principalmente por meio do contado com a urina desses reservatoérios, além do
consumo de agua ou alimentos contaminados (PICARDEAU, 2013). Embora os
roedores sejam considerados 0s principais, outros animais podem atuar como
reservatérios de Leptospiras, assim contribuindo para a disseminacdo da doenca
(ANDERSEN-RANBERG et al., 2016). Os bovinos séo considerados hospedeiros do
sorovar Hardjo, além de outros membros do sorogrupo Sejroe, sofrendo infeccéo
clinica e subclinica (LILENBAUM; MARTINS, 2014).

Para Ellis (2015) o agente pode manifestar doencgas graves em bovinos, como
anemia hemolitica, ictericia, meningite e, as vezes, levar a morte, como
consequéncia resultar em perdas econdmicas aos produtores, como no caso de
problemas reprodutivos, aborto, queda na producao de leite e, até mesmo, doenca
aos seus proprietarios. Alguns fatores de risco como abate de animais na
propriedade, presenca de animais silvestres que entram em contato com bovinos, a
compra de reprodutores para o rebanho sem origem confirmada, a utilizagdo de
pastos compartilhados, e as lavouras irrigadas favorecem a proliferacédo de roedores
transmitindo assim a leptospirose (JULIANO et al., 2000; OLIVEIRA, 2008; SILVA,
2011; MIASHIRO et al., 2018).

A exportacdo de bovinos vivos ascendeu, atualmente, na pecuaria de corte
brasileira, principalmente no estado do Rio Grande do Sul, sendo um excelente

negocio para os produtores rurais e sua importancia se da pelo interesse no
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mercado externo, as condi¢des climéaticas do Estado e a situagéo financeira dos
pecuaristas (ZASLAVSKY, 2019). No ano de 2018, o Brasil exportou cerca de 810
mil bovinos vivos (CANAL RURAL, 2020). Esse aumento vem ocasionando
discussbes sobre o tema entre 0s pecuaristas, frigorificos e ativistas defensores do
bem-estar-animal (VELLOSO, 2018). O interesse do mercado externo,
principalmente da Turquia, na aquisicdo de bovinos vivos para engorda e,
posteriormente, abate, sugere que o Estado possui animais produtores de oOtima
qualidade de carne, com sabor, gordura e marmoreio agradaveis (ZASLAVSKY,
2019).

No Brasil, os primeiros trabalhos sobre a leptospirose bovina surgiram com a
identificacdo da infeccédo pelo sorovar Pomona em um feto bovino (FREITAS, 1957).
A partir desse estudo, a pesquisa de anticorpos e o0 isolamento do agente em
bovinos passaram a ser realizados com maior interesse no Brasil (LILENBAUM,
1996). Embora os inumeros trabalhos disponiveis publicados apresentem
delineamentos experimentais, taxas de prevaléncia e incidéncia, periodos de
execucao e amostragem variaveis, todos convergem para que a leptospirose bovina
no pais seja considerada uma enfermidade endémica (SEIXAS NETO, 2012). De
acordo com os estudos realizados no RS, a prevaléncia de anticorpos anti-
Leptospira varia de 38 a 50% (SEIXAS NETO, 2012; HERRMANN et al., 2012),
sendo o sorovar Hardjo considerado o mais prevalente, seguido por Hebdomadis,
Wolffi e Grippotyphosa (HERRMANN et al., 2012).

O diagnéstico da leptospirose bovina baseia-se no conjunto das
manifestacbes clinicas, na epidemiologia e no diagndstico laboratorial. O teste
sorologico padréo € o teste de aglutinacdo microscépica (MAT), o qual se baseia na
reacao antigeno-anticorpo, e pode ser utilizado em nivel de rebanho ou individual
(OTAKA et al., 2012; PICARDEAU, 2013; ELLIS, 2015; HAAKE; LEVETT, 2015). Por
outro lado, nos ultimos anos, alguns formatos de testes imunoenzimaticos vém
sendo desenvolvidos para suplantar as limitagdes do MAT, como o custo, 0 tempo
demasiado para a obtencao dos resultados e a subjetividade deles (ADLER, 2015).

Neste sentido, apresentamos o artigo 1 que foi publicado no periddico
Research, Society and Development, o qual determinou a prevaléncia de
anticorpos anti-Leptospira em bovinos estacionados em um confinamento localizado

em Pelotas/RS, de animais sem historico de vacinacdo contra a leptospirose,
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oriundos de 34 municipios do RS, através do MAT, utilizando-se para isso um painel
de cepas padrao.

Em seguida, o artigo 2 e o artigo 3, os quais foram publicados no periddico
Brazilian Journal of Development, descrevem a padronizacdo de dois testes
imunoenziméticos visando o diagnostico soroldgico da leptospirose bovina. Para
isso, um ELISA indireto (Artigo 2) e um Dot-ELISA (Artigo 3) foram padronizados e
testados com o painel de soros bovinos amostrados no trabalho que originou o artigo
1. A nossa hipétese é de que a prevaléncia de anticorpos anti-Leptospira em bovinos
confinados, pertencentes a um confinamento para a exportagdo de animais
localizado em Pelotas/RS, os quais ndo possuem histérico de vacinacdo contra a
leptospirose, é superior a média do RS.

O objetivo geral é determinar a prevaléncia de anticorpos anti-Leptospira em
uma populacdo de bovinos confinados para a exportacao, oriundos de 34 municipios
do Rio Grande do Sul, sem histérico de vacinacdo contra a leptospirose.

Os obijetivos especificos séo:

- Realizar o MAT com o soro de bovinos confinados para a exportacdo a fim
de determinar a prevaléncia de anticorpos anti-Leptospira na populacdo amostrada;

- Padronizar e testar de forma preliminar um ELISA indireto para a deteccao
de anticorpos anti-Leptospira nos soros dos bovinos;

- Padronizar e testar de forma preliminar um Dot-ELISA para a detecgcéao de
anticorpos anti-Leptospira em soros bovinos.



2 Artigos

2.1 Artigo 1

Prevaléncia de anticorpos anti-Leptospira em bovinos confinados para
exportacao

Caroline Dewes; Jodo Pedro Mello Silva; Tanise Pacheco Fortes; luri Vladimir Piolly
Marmitt; Flavia Aleixo Vasconcellos; Samuel Rodrigues Félix; Everton Fagonde da
Silva

Publicado na revista Research, Society and Development.
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Prevaléncia de anticorpos anti-Leptospira em bovinos confinados para exportagdo
Prevalence of anti-Leptospira antibodies in cattle confined for exportation

Prevalencia de anticuerpos anti-Leptospira en ganado vacuno confinado a la exportacion

Resumo

No Brasil, a leptospirose bovina é uma enfermidade de grande preocupacdo, causando
prejuizos econdmicos a pecuaria e um importante risco a saude publica. Nos dltimos anos, o
Rio Grande do Sul (RS) se consolidou como importante exportador de gado vivo, refletindo
diretamente na economia nacional. Nesse contexto, nosso estudo teve como objetivo
determinar a prevaléncia de anticorpos anti-Leptospira em bovinos que aguardam exportagdo
na cidade de Pelotas, RS. Para tanto, foi calculada uma amostra da populacdo de 4.552
animais alojados em Pelotas, de 34 municipios do RS, sendo coletado o sangue e realizado o
teste de aglutinacdo microscopica (MAT) para analise sorolégica. Nenhum animal incluido no
estudo tinha histéria de vacinacdo contra a leptospirose. Dos 355 animais amostrados, 24
(6,76%; IC 95% 4,58-9,86) foram reativos para pelo menos um dos antigenos do MAT. Os
sorovares Hardjo e Icterohaemorrhagiae tiveram prevaléncia de 2,53%, seguidos de Canicola
com 1,97% e Grippotyphosa com 1,12%. Em uma amostra de bovinos jovens, com 24 meses
ou menos, a prevaléncia encontrada parece elevada, e indica a necessidade de medidas
preventivas, como a vacinacdo dos rebanhos. Além disso, nossos resultados mostram a
exposicdo do gado ao agente, que, por ser uma zoonose, pode levar a problemas de saude
publica. Pesquisas futuras podem utilizar nossos resultados para o planejamento de estudos
epidemioldgicos com o objetivo de descrever a situacao da leptospirose em rebanhos bovinos
no Rio Grande do Sul.

Palavras-chave: Leptospirose; Confinamento; Vacina; Diagndstico.

Abstract

In Brazil, bovine leptospirosis is disease of major concern, causing economic losses for
livestock and an important risk to public health. In recent years, Rio Grande do Sul (RS) has
consolidated as an important exporter of live cattle, directly reflecting on the national
economy. In this context, our study aimed to determine the prevalence of anti-Leptospira
antibodies in cattle awaiting exportation in the city of Pelotas, RS. A representative sample
was calculated from 4,552 animals housed in Pelotas, from 34 municipalities in RS, blood
was drawn, and the microscopic agglutination test (MAT) performed for serological analysis.

No animal included in the study had a history of vaccination against leptospirosis. Of the 355
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animals sampled, 24 (6.76%; 95% CI 4.58-9.86) were reactive for at least one of the antigens
in the MAT. Serovars Hardjo and Icterohaemorrhagiae had a prevalence of 2.53%, followed
by Canicola with 1.97% and Grippotyphosa with 1.12%. As a sample of young cattle, 24
months or younger, the prevalence found seems high, and indicates a need for preventive
measures, such as vaccination of herds. In addition, our results show cattle exposure to the
agent, which, as a zoonosis, can lead to public health issues. Future research may use our
results to plan epidemiological studies aiming at describing the status of leptospirosis in cattle
herds in Rio Grande do Sul.

Keywords: Leptospirosis; Feedlot; Vaccine; Diagnosis.

Resumen

En Brasil, la leptospirosis bovina es una enfermedad de gran preocupacion, que causa
pérdidas econémicas para el ganado y un riesgo importante para la salud pablica. En los
ultimos afios, Rio Grande do Sul (RS) se ha consolidado como un importante exportador de
ganado en pie, reflejandose directamente en la economia nacional. En este contexto, nuestro
estudio tuvo como objetivo determinar la prevalencia de anticuerpos anti-Leptospira en
bovinos en espera de exportacion en la ciudad de Pelotas, RS. Se calculé una muestra
representativa de 4.552 animales alojados en Pelotas, de 34 municipios de RS, se extrajo
sangre y se realizo la prueba de aglutinacion microscépica (MAT) para analisis seroldgico.
Ningun animal incluido en el estudio tenia antecedentes de vacunacion contra la leptospirosis.
De los 355 animales muestreados, 24 (6,76%; 1C95%: 4,58-9,86) fueron reactivos para al
menos uno de los antigenos en el MAT. Las serovares Hardjo e Icterohaemorrhagiae tuvieron
una prevalencia de 2.53%, seguidas de Canicola con 1.97% y Grippotyphosa con 1.12%.
Como muestra de bovinos jovenes, de 24 meses 0 menos, la prevalencia encontrada parece
alta e indica la necesidad de medidas preventivas, como la vacunacion de los rebafos.
Ademas, nuestros resultados muestran la exposicion del ganado al agente, que, como
zoonosis, puede provocar problemas de salud publica. Las investigaciones futuras pueden
utilizar nuestros resultados para planificar estudios epidemioldgicos con el objetivo de
describir el estado de la leptospirosis en los rebafios de ganado en Rio Grande do Sul.

Palabras clave: Leptospirosis; Corral de engorde; Vacuna; Diagnostico.
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1. Introducgéo

A leptospirose animal € uma doenca endémica na América Latina, sendo considerada
como uma das principais causas de perdas econdmicas para a pecuaria (Campos et al., 2017,
Yatbantoong et al., 2019). No Brasil, em bovinos e outros ruminantes, a leptospirose tem sido
implicada em falhas reprodutivas, como abortos, natimortos e recém-nascidos fracos e
debilitados, aléem da importante diminuicdo na producdo de carne e leite (Lilenbaum et al.,
2014). Nos bovinos o sorovar Hardjo é implicado como a principal causa da leptospirose
bovina no mundo, porém outros sorovares podem causar a doenca (Bharti et al., 2003, Adler,
2015).

Por se tratar de uma zoonose, a leptospirose é considerada como fator de risco
ocupacional para magarefes, produtores rurais além de médicos veterinarios (Levett, 2001,
Dorjee et al., 2011, Ellis, 2015). No entanto, devido ao diagnostico clinico ser dificultado pela
diversidade de manifestacGes clinicas nos humanos e nos animais, o diagndstico laboratorial e
0 epidemiologico sdo fundamentais para a confirmacao do caso de leptospirose. Dessa forma,
o0 teste de soroglutinacdo microscépica (MAT) é o teste soroldgico recomendado para o
diagndstico laboratorial da leptospirose (WHO, 2003). O MAT é um teste que se baseia na
reacdo antigeno-anticorpo, sendo realizado em microscopia de campo escuro (Adler, 2015).

Em 2018, o Brasil consolidou-se no cenéario internacional como um grande exportador
de bovinos vivos, faturando cerca quinhentos milhdes de dolares, refletindo diretamente na
economia nacional (BRASIL, 2019). O avanco do Brasil no mercado de bovinos vivos é um
testemunho do alto padréo genético e da qualidade dos animais brasileiros (BRASIL, 2019).

Neste contexto, 0 nosso estudo objetivou determinar a prevaléncia de anticorpos anti-
Leptospira em bovinos confinados para a exportacdo, em uma propriedade localizada no

municipio de Pelotas, Estado do Rio Grande do Sul.
2. Material e Métodos
2.1. Confinamento
No distrito de Santa Silvana em Pelotas (RS), nas coordenadas 31°30°40”S e
52°12°2170, situa-se uma estagdo de pré-embarque de bovinos, os quais sdo destinados a

exportacdo. A capacidade estacionaria € de 7.000 bovinos, sendo estes reunidos e mantidos

em quarentena. A identificacdo e o rastreamento individual dos animais se dao através de
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brinco eletrénico, com os dados da raca, sexo, idade, municipio e propriedade de origem.
Apos a chegada dos animais na quarentena, e o lacre da propriedade, ndo é permitida a
entrada e saida de novos animais no estabelecimento. Todos os bovinos confinados sdo
submetidos a coleta de sangue para exames soroldgicos exigidos pelo pais importador. A
coleta de sangue é realizada por Médicos Veterinarios habilitados pelo Plano Nacional de
Controle e Erradicagdo de Brucelose e Tuberculose e Encefalopatias Espongiformes
(PNCEBT) e a numeracao das amostras de sangue € correspondente ao brinco eletrdnico dos

animais.

2.2. Amostragem

Neste trabalho realizamos um estudo de natureza quantitativa (Pereira et al., 2018).
Para os testes e posterior analise estatistica dos resultados, a amostragem foi realizada de
forma probabilistica estratificada, de acordo com o numero de propriedades e municipios de
origem  dos  animais,  utilizando-se o0  programa  OpenEpi  Versao 3
(http://www.openepi.com/Menu/OE_Menu.htm). Para isso, a amostra foi calculada
utilizando-se o numero total dos animais do confinamento, uma populagdo finita de 4.552
animais, contendo animais oriundos de 34 municipios do RS (Figura 1). Os demais
parametros utilizados foram os seguintes: (1) prevaléncia de 50%; (2) nivel de significancia
de 5%; e (3) erro de 1% (Thrusfield, 2007). Apds a obtencdo do numero total de animais,
houve uma estratificacdo baseada no percentual da amostra em relacdo a populacéo finita,
calculando-se o nimero de animais a ser utilizado por municipio e propriedade. Ap6s, dentro
de cada municipio, houve a sele¢do randomizada dos animais utilizando-se o programa
Research Randomizer (https://www.randomizer.org/). Neste estudo, nenhum dos bovinos

tinha histérico de vacinacdo contra a leptospirose.

2.3. Amostras

Para a realizacdo do nosso estudo, utilizou-se os soros provenientes de um banco de
sangue do préprio confinamento, os quais eram armazenados para possiveis contraprovas.
Apos este periodo, as amostras de sangue foram encaminhadas ao nosso laboratério pelos
responsaveis pelo confinamento e os tubos de sangue foram centrifugados a 3.000 r.p.m.
durante cinco minutos, a fim de obter os soros. Todos o0s soros foram organizados e mantidos

em nosso banco de soros a -20°C até o uso.
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Figura 1. Distribui¢do espacial da procedéncia dos animais confinados. A amostra abrangeu
animais oriundo de 34 municipios do RS, das regides sul, centro e da campanha.

Legenda
W77 34 municipios do RS

Fonte: Autores.

2.4. MAT

O MAT foi realizado com os soros amostrados conforme recomendagdes (WHO,
2003). A triagem das amostras foi realizada através da diluicdo dos soros em PBS (pH 7,2)
para uma leitura. Para o teste, uma bateria com 12 antigenos vivos foi mantida em estufa
bacteriolégica a 29°C, sendo utilizados com 7 dias de crescimento e uma concentracio de 10°
leptospiras/mL. As amostras reagentes na etapa de triagem foram tituladas até 1:6.400. O teste
foi considerado reagente quando 50% ou mais do antigeno foi aglutinado, ou quando a

densidade do antigeno no complexo antigeno-anticorpo foi menor que 50%.

3. Resultados e Discussao

Dos 355 animais amostrados, 24 (6,76%; 1C95% 4,58-9,86) foram reagentes para pelo
menos para um dos antigenos no MAT. A Figura 2 mostra um mapa de calor, onde a
prevaléncia varia de acordo com os resultados encontrados no MAT, onde a variacdo de 80 a
100%, conforme a legenda, mostra animais que reagiram com titulos superiores a 600 e
variacOes de 19% mostrando reagdes com titulos de 100.
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A Tabela 1 mostra os sorovares reagentes no MAT e os titulos de cada municipio. Os
sorovares Hardjo e Icterohaemorrhagiae apresentaram uma prevaléncia de 2,53%, seguido de
Canicola com 1,97% e Grippotyphosa com 1,12%.

Figura 2. Mapa de calor representando a localiza¢éo das reagdes dos soros bovinos frente aos
antigenos testados, com titula¢do variando de 100 a 600.

Legenda
2 80-100%
BE 79-50%
[49-20%
B 19-0%

Fonte: Autores.

Na tabela 1 podemos evidenciar que no nosso estudo os titulos de anticorpos variaram
de 1:100 a 1:1600. Os sorovares com os mais altos titulos (1:1600) encontrados foram o
sorovar Grippotyphosa e o sorovar Hardjo. Esses bovinos ndo apresentavam sinais clinicos ou
uma infeccdo aguda e assim o titulo poderia estar aumentando apds a coleta de sangue para o
exame (Shafbauer et al., 2019). Esses anticorpos poderiam ser relacionados ao procedimento
de vacinagdo, mas conforme informado, os bovinos desse trabalho ndo foram vacinados.

Os resultados do nosso estudo revelaram uma maior prevaléncia do sorovar Hardjo,
(sorogrupo Serjoe) com 2,53%, o qual esta relacionado com bovinos (Ellis, 2015). A
identificacdo deste soorovar como 0 mais predominante nos animais pode ser explicada
através do seu mecanismo de transmiss@o de bovino para bovino (Figueiredo et al., 2009). No
Rio de Janeiro, autores também demonstraram uma maior prevaléncia desse sorovar nos
rebanhos estudados (Balamurugan et al., 2017, Pinna et al., 2018). Este fato também pode ser
evidenciado através de uma alta prevaléncia desse sorovar em rebanho do Parana e do Rio
Grande do Sul (Hashimoto et al., 2012, Herrmann et al., 2012).
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Tabela 1. Reagfes dos 355 soros testados no MAT de acordo com os antigenos utilizados.

Apenas 0s resultados como os 24 soros bovinos reagentes foram mostrados.

o Soro Antigenos reagents
Municipios
(ID) Canicola Grippotyphosa Hardjo Icterohaemorrhagiae
Alegrete 6737 100
Cacequi 6716 100
Herval 1021 800
Macgambara 6760 100
Nova Palma 6750 100
Pedro Osorio 18 100
Pinheiro Machado 6748 100
Rosério do Sul 6702 400
Santa Vitoria 33 100
Santa Vitoria 272 200
Santa Vitoria 709 400
Santa Vitoria 1978 1600
Sdo Francisco 6725 1600
Sdo Francisco 6732 100
S&o Francisco 6749 400
Sdo Francisco 6757 100 100
Sao Gabriel 6721 100
Sao Vicente do Sul 995 400 400
S&o Vicente do Sul 6710 1600
S&o Vicente do Sul 6758 100
Toropi 244 100 200 400
Toropi 288 100 100
Toropi 351 100
Unistalda 2391 800

Fonte: Autores.

Desde 0 ano de 2004 a exportagcdo de animais vivos, como bovinos e bubalinos,

comecou a se intensificar no Brasil. Esse fato se deve as melhorias nas condi¢Bes sanitarias

que o rebanho brasileiro vem sofrendo ao longo dos anos, atraindo o interesse de paises

importadores de animais vivos (BRASIL, 2019). Nos dois semestres de 2018, as exportacdes
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de bovinos atingiram 535 milhdes de dolares (BRASIL, 2019), e segundo dados disponiveis,
0 Brasil exporta animais vivos para todos os continentes, exportando para paises como
Venezuela, Egito, Turquia, Angola, Iraque, Equador, entre outros

Por se tratar de uma amostra de bovinos jovens (até 24 meses), a prevaléncia
encontrada nos animais demonstra a necessidade de intensificacdo de medidas de prevencéo
nas propriedades, principalmente a vacinagdo, pois é um procedimento pratico e eficaz,
contribuindo para a reducdo da doencga nos rebanhos e as perdas econémicas causadas pela
enfermidade (Pimenta et al., 2014).

A técnica utilizada como teste sorolégico, o teste de soroaglutinagdo microscépica
(MAT), é usada para o diagndstico da doenca em nivel de rebanho, para prevaléncia de
sorogrupos circulantes nos municipios, e para a deteccao individual quando necessario (Otaka
et al., 2012, Picardeau, 2013, Ellis, 2015). No entanto, um resultado nao reagente ou um titulo
menor do que 1:100, ndo deve ser usado para definir um diagnoéstico laboratorial definitivo,
necessitando dessa forma de uma amostra pareada (Herndndez-Rodriguez et al., 2011).

A ocorréncia do sorogrupo Icterohaemorrhagiae nos animais amostrados também foi
relatado anteriormente em bovinos (Suepal et al., 2011), demonstrando uma importancia na
salde publica. Este sorovar possui maior frequéncia em seres humanos e estd ligado a
presenca de roedores, podendo os bovinos se infectarem entrando em contato com alimentos
ou agua contaminada com a urina desses animais (Adler, 2015). Ja as reacdes para 0 sorovar
Canicola pode sugerir uma infec¢do cruzada entre os cdes e bovinos, além disso, esses
animais infectados podem gerar riscos zoondticos para agricultores, ordenadores e
trabalhadores rurais e de matadouros (Abdollahpour et al., 2009, Balamurugan et al., 2017,
Sunder et al., 2018). Por outro lado, a frequéncia do sorovar Grippotyphosa, assim como de
sorovares Pomona, Tarassovi e Javanica podem ocorrer como consequéncia do contato direto
e indireto, criacdes de gado em ambientes fechados onde ha contato com outros lotes ou
animais de outras espécies que atuam como reservatério de Leptospira (Guernier et al., 2016)
Além disso, o sorovar Grippotyphosa pode estar associado com roedores 0 que mostram uma
transmissdao comum de pequenos mamiferos a infec¢do de animais como 0s bovinos (Desvars
etal., 2013).

Os municipios que se destacaram no estudo, apresentando animais com titulos altos e
uma porcentagem de 80-100% no mapa de calor, como Santa Vitdria do Palmar, S&o
Francisco de Assis e Sdo Vicente do Sul, sdo locais onde ha predominio de varzeas e locais
alagadicos. Nessas regifes, destaca-se a producdo de arroz e a pecudria extensiva,

evidenciando-se um ecossistema propicio para a presenca de animais silvestres e um ambiente
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que contribui para a sobrevivéncia de bactérias como a Leptospira (Levett, 2001). Além disso,
outras regides onde ha a cultura de tabaco, a corre¢do do pH do solo para valores proximos da

neutralidade (7,2-7,4), beneficia a sobrevivéncia da bactéria (Schneider et al., 2016).

4. Concluséao

A prevaléncia de 6,76% nos 355 animais amostrados no nosso estudo evidencia uma
exposicdo dos bovinos as leptospiras, podendo levar a problemas de saude publica por se
tratar de uma zoonose. Dessa forma, os autores sugerem que 0s proprietarios dos animais
sejam orientados a realizar a vacinagdo dos animais.

Estudos futuros poderdo utilizar os nossos resultados para planejar estudos

epidemioldgicos visando a descricdo do status da leptospirose nos rebanhos bovinos gatchos.
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Resumo

A leptospirose bovina esta distribuida em todo o mundo, e o sorovar hardjo é o maior
causador da enfermidade. O teste de soroaglutinacdo microscépica (MAT) é recomendado
para o diagndstico laboratorial da leptospirose, mas possui limitagdes. Diante disso, um
ELISA indireto, utilizando o sorovar Hardjo como antigeno, foi comparado ao MAT, em uma
avaliacdo inicial para o diagnostico individual da leptospirose bovina. Dos 60 soros bovinos
analisados, 13 (21,6%; 1C95% 13,3-33,6) foram reagentes no MAT. Os titulos variaram de
1:100 a 1:1600 para os sorovares Canicola, Icterohaemorrhagiae, Hardjo e Grippotyphosa. No
ELISA, seis (10%; 1C95% 4,6-20,1) soros foram considerados reagentes. De acordo com a
analise estatistica realizada foi possivel detectar uma alta especificidade no teste (97,87%),
mas uma sensibilidade baixa (38,46%). Assim, o ELISA indireto descrito é promissor, mas
apresenta limitacGes quanto a sensibilidade. Futuras avaliages para aumentar o espectro de
deteccdo de anticorpos anti-Leptospira em soros bovinos serdo realizadas.

Palavras-chave: Imunodiagnoéstico; Anticorpos; Bovinos confinados; Leptospirose
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Abstract

Bovine leptospirosis is distributed throughout the world, and serovar Hardjo is the major
cause of the disease. The microscopic agglutination test (MAT) is recommended for the
laboratory diagnosis of leptospirosis, but it has limitations. In this light, an indirect ELISA,
using serovar Hardjo as antigen, was compared to the MAT, in an initial evaluation for the
individual diagnosis of bovine leptospirosis. Of the 60 bovine sera analyzed, 13 (21.6%; 95%
Cl 13.3-33.6) were reactive in MAT. Antibody titers ranged from 1:100 to 1:1600 for
Canicola, Icterohaemorrhagiae, Hardjo, and Grippotyphosa serovars. In the ELISA, six (10%;
95% CI 4.6-20.1) sera were considered reactive. According to the statistical analysis, indirect
ELISA had high specificity in the test (97.87%), but a low sensitivity (38.46%). Thus, the
indirect ELISA described is promissing, but has limitations regarding sensitivity. Future
evaluations to increase the spectrum of detection of anti-Leptospira antibodies in bovine sera

will be carried out.

Keywords: Immunodiagnosis; Antibodies; Confined cattle; Leptospirosis.
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1 INTRODUCAO

A leptospirose bovina possui distribuicdo global e pode causar um grande impacto na
economia dos paises em desenvolvimento e prejuizo aos produtores rurais [1]. O sorovar
hardjo é o maior causador de leptospirose bovina no mundo [2]. Entretanto, outros sorovares
podem causar a enfermidade nos bovinos [3]. A doenca que normalmente manifesta-se na
forma crdnica assintomatica, apresenta elevados indices de abortos e animais natimortos,
infertilidade de machos e fémeas, e a reducdo na producao de leite [1]. Além da importancia
econdmica, a doenca nos bovinos é considerada como um fator de risco ocupacional para

veterinarios [4], magarefes [5] e produtores rurais [1] por se tratar de uma zoonose.

O teste de soroaglutinacdo microscopica (MAT), o qual é o teste padrdo-ouro para 0
diagnostico soroldgico da leptospirose [6], apesar de apresentar uma elevada sensibilidade e
especificidade, ele possui importantes limitaces [7]. Além disso, para a obtengdo do maximo
de confiabilidade e padronizacdo do MAT, os laboratérios credenciados para sua execucgao
sdo encorajados a solicitar periodicamente um painel de cepas aos laboratorios de referéncia
nacionais e realizarem o teste internacional de proficiéncia, que é o controle de qualidade

internacional do teste [8].

Devido as limitagdes do MAT, principalmente na identificacdo rapida de enfermos na
fase aguda e por necessitar de amostras de sangue pareadas [6], h& urgéncia em desenvolver
formatos de teste que possam ser Uteis no diagnostico laboratorial da leptospirose, como por
exemplo, os testes imunoenzimaticos. ELISA, por sua vez, € um teste que apresenta alta
sensibilidade e especificidade, podendo utilizar diferentes preparaces do antigeno, de
protocolos e plataformas [1]. Neste contexto, o objetivo do trabalho foi padronizar de forma
preliminar um formato de ELISA indireto para a detec¢do de anticorpos anti-Leptospira

interrogans em bovinos.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras

Neste trabalho, foram utilizadas 66 amostras de soros bovinos encaminhados ao
laboratério do GEDTA, na Faculdade de Veterinaria, para o diagndstico laboratorial da
leptospirose. Nenhum dos animais tinha historico de vacinagdo ou manifestacdes clinicas da

leptospirose. Destes, seis (6) soros foram utilizados como controle (3 positivos e 3 negativos)
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no ELISA, pois ja eram bem caracterizados quanto ao resultado e mantidos no banco de soros
do laboratério. Os demais soros (n=60) eram oriundos de 12 municipios do Rio Grande do Sul

e foram amostrados de forma aleatoria, visando uma andlise preliminar.

2.2 MAT

O MAT foi realizado de acordo com as recomendacdes da Organizacdo Mundial de
Saude [6], utilizando-se uma diluicdo dos soros em 1:50 e um painel contendo 11 sorovares
patogénicos (Australis, Autumnalis, Bataviae, Bratislava, Canicola, Copenhageni,
Grippothyphosa, Hardjo, Icterohaemorrhagiae, Pomona e Pyrogenes) e um saprofita (Patoc
1). Os antigenos vivos foram mantidos a uma temperatura de 30°C em estufa bacterioldgica,
sendo utilizados no sétimo dia de crescimento. Para a padronizacdo do antigeno, utilizou-se a
concentracdo em 1-2 x 10° leptospiras/mL. O teste foi considerado positivo quando se
encontrou 50% ou mais do antigeno aglutinado, ou quando a densidade do antigeno no
complexo antigeno-anticorpo fosse menor que 50%.

2.3 ELISA

Para a padronizacdo do teste, realizou-se um checkerboard titration visando
estabelecer a melhor concentracdo do antigeno, a melhor diluicdo do soro primario e do
conjugado anti-espécie. Apds a padronizacdo inicial, as placas com 96 pocos foram
sensibilizadas com o antigeno Hardjo foi adicionado na concentragdo de 10° células por pogo
ao tampdo de sensibilizacdo (carbonato-bicarbonato pH 9,6), e a seguir as placas foram
incubadas overnight a 4°C. Na placa sensibilizada, foram realizadas 3 lavagens com PBST, e
aplicado nos pocos o tampdo de bloqueio (caseina 5%), sendo realizada a incubacdo por 1
hora em estufa a 37°C. Apos, as placas foram lavadas por 3 vezes com PBST e 0s soros
bovinos diluidos 1:50 em PBS foram adicionados nos pocos e incubados por 1 hora em estufa
a 37°C. Posteriormente, as placas foram lavadas e adicionado o conjugado anti-bovino (1:100/
PBS), e incubado por 1 hora em estufa a 37°C. Apds foram feitas 5 lavagens da placa (PBST)
e adicionado o substrato de cor (TMB9) , mantendo-as no escuro por 15 minutos, até ser
aplicado o reagente de parada para assim ser feita a leitura da placa em 450 nm, em
espectrofotometro (BioTek- Modelo EIx800).

2.4 Anadlise estatistica
Os percentuais de sensibilidade, especificidade e acuracia do ELISA na deteccdo de

anticorpos foram determinados em comparagdo aos resultados do MAT, como descrito a
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seguir: (a) Sensibilidade = a / (a+c) x 100, onde “a” ¢ o numero de soros reagentes no ELISA
e no MAT, “c” o numero de soros reagentes no MAT e ndo reagentes no ELISA; (b)
Especificidade = d / (b+d) x 100, onde “d” ¢ o nimero de soros ndo reagentes no ELISA e no
MAT, “b” o nimero de soros nao reagentes no MAT e reagentes no ELISA; (c) Acurécia =
(atb) / (atb+c+d) x 100. As andlises foram realizados nos programas Diagnostic Test
Calculator (version 2010042101) e VassarStats e o grafico no programa Prism 4.03.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Dos 60 animais analisados, 13 (21,6%; 1C95% 13,3-33,6) foram reagentes no MAT. Os
titulos variaram de 1:100 a 1:1600. Os resultados completos e os titulos obtidos para cada

antigeno podem ser observados na tabela 1.

Tabela 1. Reacdes dos soros bovinos testados no MAT de acordo com 0s antigenos

utilizados. Apenas os resultados positivos foram considerados.

Soros / Titulos
Antigeno
2 | 10 |16 |21 | 25 | 32|37 |39 |48 |50 |57 |58 |60
Canicola 100 100 | 100
Grippotyphosa 100 | 100
Hardjo 400 | 1600 100 | 1600 100
Icterohaemorrhagiae 100 400 100 100

No ELISA indireto, de acordo com os soros utilizados como controle (positivo e
negativo), 6 (10%; 1C95% 4,6-20,1) animais foram considerados reagentes (soros 2, 21, 25,
49, 50 e 57) (Figura 1). O soro 49 foi reagente no ELISA mas ndo no MAT.

De acordo com a analise estatistica realizada foi possivel detectar uma alta
especificidade no teste (97,87%), mas uma sensibilidade baixa (38,46%). Esse resultado foi
obtido quando realizamos a comparagdo dos resultados do ELISA com todos 0s soros

reagentes no MAT (Tabela 2), independente do antigeno reagente.
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Figura 1. ELISA indireto com os 60 soros bovinos, onde [A] representa o pool de soros do
controle negativo = N; [] representa o pool de soros do controle positivo = P; [e] representa
o0s soros reagentes ¢ [®] representa 0s soros ndo reagentes. A linha tracejada indica o ponto de

corte.
Quando comparamos apenas 0s soros reagentes no MAT para o sorovar Hardjo (soros
2, 10, 21, 25 e 50), o sorovar escolhido para a sensibilizacdo das placas no ELISA indireto, a

sensibilidade do teste atingiu 80% e a especificidade foi de 98,18%.

Tabela 2. Comparagéo entre ELISA indireto e MAT realizados com 0s soros bovinos.

MAT
ELISA Total
Reagente Na&o reagente
Reagente 5 1 6
N&o reagente 8 46 54
Total 13 47 60

Onde: K=0,85; Sensibilidade=38,46%; Especificidade=97,87%

Este trabalho descreve a padronizacdo preliminar de um ELISA indireto para a
deteccdo de anticorpos anti-Leptospira em soros bovinos. A soroprevaléncia encontrada no
MAT nos soros bovinos (21,6%) mostra um resultado semelhante aos principais estudos
brasileiros sobre a prevaléncia de anticorpos anti-Leptospira em rebanhos bovinos [9]. Em
nosso estudo, a especificidade do ELISA foi de 97,87%. Por outro lado, a sensibilidade do

teste foi de apenas 38% quando se compara com os resultados do MAT com 0s soros bovinos.
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H& um numero consideravel de relatos sobre o uso de ELISA como teste para deteccao
de anticorpos anti-Leptospira. Embora esses ensaios possuam uma maior sensibilidade do que
0 MAT, eles ainda possuem algumas limitacoes, pois a deteccdo dos niveis de anticorpos nao
reflete o estado imunologico do animal, uma vez que os anticorpos protetores e ndo protetores
sdo detectados [1]. Assim, deve-se ter cuidado na interpretacdo do teste para que sejam
eliminados ao maximo os falsos-positivos.

O método para o diagndéstico da leptospirose em animais e humanos € a deteccdo de
anticorpos especificos no soro usando o MAT. Embora o0 MAT possua reconhecidas
limitacGes, por ser trabalhoso e ndo fornecer um diagnostico rapido, ele ainda é considerado
padrdo-ouro [6]. Neste sentido testes para o diagndstico foram desenvolvidos com base em
preparacdes com leptospiras inteiras inativadas [2]. Em nosso estudo, a fim de superar
possiveis deficiéncias, o método desenvolvido pelos autores utilizou apenas um sorovares
leptospiral, o qual é o agente mais comumente implicado na leptospirose bovina [1].

A sensibilidade do teste encontrada no estudo foi considerada baixa. Este achado pode
ser explicado, em parte, pela diferenca entre a homologia do LPS entre os sorovares
leptospirais, o qual é o principal antigeno na parede celular das leptospiras [2], refletindo
assim em uma baixa reacdo cruzada entre o antigeno usado na sensibilizacdo das placas e 0s
anticorpos para outros sorovares. Mesmo assim, o ELISA foi capaz de detectar um soro
reagente para canicola e icterohaemorrhagiae (1:100), demonstrando uma possivel reacdo
cruzada, e como reagente um soro que havia sido negativo no MAT, que pode evidenciar a
presenca de um sorovar, ndo constante na bateria de diagnaostico.

Em nosso estudo, cinco animais reagiram no MAT com titulos variando de 100 a
1600. Curiosamente, o0 ELISA n&o foi capaz de detectar como reagente um dos soros de maior
titulo no MAT (1:1600). Neste caso, pode ter ocorrido um efeito denominado de prozona, um
fendmeno que ocorre quando existe excesso de anticorpos no soro testado, o qual interfere na
formacdo do complexo antigeno-anticorpo necessario para que aconteca a reagdo [10]. Por
outro lado, a especificidade foi de 97,87% o que demonstra uma concordancia entre o0s testes.

Diante dos resultados apresentados neste estudo, conclui-se que o ELISA indireto
descrito é promissor, mas apresenta limitagcdes quanto a sensibilidade. Futuras avalia¢des para
aumentar o espectro de deteccdo de anticorpos anti-Leptospira em soros bovinos serdo

realizadas.
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RESUMO

A leptospirose é reconhecida como uma importante causa de abortos em bovinos no mundo.
Bovinos assintomaticos podem eliminar leptospiras através da urina por longos periodos. O
teste de soroaglutinacdo microscépica (MAT) é recomendado como a principal ferramenta de
diagndstico no rebanho, mas ndo é adequado para a detecgdo de portadores. Diante disso, um
Dot-ELISA foi comparado ao MAT, em uma avaliacdo inicial para o diagndstico individual e
rapido da leptospirose bovina. Trinta e quatro soros bovinos, sendo 17 reagentes e 17 nédo
reagentes no MAT, foram usados. Os titulos de anticorpos variaram de 100 a 1600 para 0s
sorovares Canicola, Icterohaemorrhagiae, Hardjo e Grippotyphosa. De acordo com os
resultados obtidos neste estudo, o Dot-ELISA foi capaz de detectar anticorpos anti-Leptospira
em 16 (94%) soros bovinos reagentes no MAT. Embora os resultados sejam promissores,
ensaios adicionais sdo necessarios a fim de padronizar a técnica para uso em larga escala,

visando a triagem rapida de casos de leptospirose em bovinos a campo.

Palavras-chave: Imunodiagnoéstico; Ensaio imunoenzimatico; Anticorpos; Bovinos confinados
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ABSTRACT

Leptospirosis is an important cause of abortion in cattle worldwide. Asymptomatic cattle may
shed the leptospires through urine for long periods. Microscopic agglutination test (MAT) is
recommended as the primary diagnostic tool at the herd level but is not adequate for the
detection of carriers. In this light, a Dot-ELISA was compared to the MAT, for the individual
and rapid diagnosis of bovine leptospirosis. Thirty-four bovine sera, 17 of which were
reactive and 17 non-reactive in the MAT, were used. Antibody titers ranged from 100 to 1600
for Canicola, Icterohaemorrhagiae, Hardjo and Grippotyphosa serovars. According to the
results obtained in this study, Dot-ELISA was able to detect anti-Leptospira antibodies in 16
(94%) bovine sera reactive in MAT. Although the results are promising, additional tests are
necessary in order to standardize the technique for large-scale use, aiming at the rapid

screening of leptospirosis cases in cattle in the field.

Keywords: Immunodiagnosis; Immunoenzymatic assay; Antibodies; Confined cattle
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1 INTRODUCAO

A leptospirose ¢ uma zoonose de ambito global causada por espiroquetas patogénicas
do género Leptospira [1]. A leptospirose bovina é comumente caracterizada por infeccOes
subclinicas e persistentes no trato reprodutivo causando problemas como, infertilidade,
aborto, natimortos e aumento no intervalo entre partos. Além disso, os bovinos doentes
podem tornar-se importantes reservatorios do patdgeno, pois eliminam a bactéria atraveés da
urina no ambiente [2]. Desse modo, a enfermidade também pode ser considerada como uma
importante doenca ocupacional, onde as profissdes como as de magarefe, fazendeiro e
veterinario sdo consideradas como fatores de risco para a enfermidade [1].

A Organizacdo Mundial de Salde considera o teste de soroaglutinagdo microscépica
(MAT) como o teste-padrdo ouro para o diagndstico soroldgico da leptospirose [3]. Apesar de
apresentar uma boa sensibilidade e especificidade, o0 MAT possui limitagbes como a
manutencdo de um painel de antigenos vivos, por possuir um tempo demasiado para o
resultado final, por ser laborioso e por necessitar de critérios padronizados para a
interpretacdo dos resultados [2]. Nas Gltimas décadas, alguns ensaios vém sendo padronizados
visando um diagnéstico répido para a leptospirose humana e animal [4-6]. Ensaios
imunoenzimaticos, como o ELISA, apresentam vantagens quando comparados ao MAT,
principalmente por serem menos laboriosos e de rapida execucéo [7].

O Dot-ELISA (também chamado de Dot-Blot) é uma técnica que utiliza um principio
semelhante ao ELISA. Devido a sua versatilidade, o ensaio pode ser usado como método
quantitativo ou qualitativo [8]. Nos Gltimos anos, o Dot-ELISA tem sido desenvolvido para
diagnosticar outras enfermidades [8-10], ja que além das vantagens do ELISA, o ensaio
possui um custo relativamente mais baixo, facil aplicacdo na rotina laboratorial e que permite
a deteccdo de anticorpos em pequenas quantidades de soro sem uso de aparelhagem
sofisticada [11].

Visto a importancia econdmica e para a saude humana e animal da leptospirose (One
Health), o presente estudo objetivou padronizar de forma preliminar um Dot-ELISA para o
diagndstico soroldgico da leptospirose bovina, visando a obtengdo de um ensaio rapido para

diagndstico a campo.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras

Neste estudo foram utilizadas amostras de sangue de bovinos provenientes de um
confinamento para a exporta¢do de animais vivos, localizado no municipio de Pelotas (RS). A
coleta de sangue foi realizada por veterinarios habilitados pelo Plano Nacional de Controle e
Erradicacdo de Brucelose e Tuberculose e Encefalopatias Espongiformes (PNCBET) e foram
enviadas ao laboratério do GEDTA/FV/UFPel para o processamento. Todas as 34 amostras
bovinas utilizadas no estudo foram selecionadas a partir de uma amostragem previamente
realizada, dentro de um rol de sete mil animais, em um estudo epidemioldgico realizado pelo
nosso grupo (dados nao publicados). Com base no diagndstico sorolégico prévio, as amostras
foram distribuidas em dois grupos, sendo 17 reagentes e 17 ndo reagentes. Para o controle do
teste, seis (6) soros bovinos foram utilizados previamente caracterizados, sendo trés (3) como
controle negativo (CN) e trés (3) como controle positivo (CP). Os soros foram obtidos através
de centrifugacdo (5.000 x g) por 5 minutos, identificados e armazenados em criotubos, sendo
conservados em freezer a -20°C até a realizacdo das analises. Nenhum animal deste estudo
tinha histérico de vacinacgdo contra a leptospirose.

2.2 MAT

O MAT foi realizado de acordo com as recomendacdes da Organizacdo Mundial de
Saude [3], utilizando-se uma diluicdo dos soros em 1:25 e um painel contendo 11 sorovares
patogénicos (Australis, Autumnalis, Bataviae, Bratislava, Canicola, Copenhageni,
Grippothyphosa, Hardjo, Icterohaemorrhagiae, Pomona e Pyrogenes) e um saproéfita (Patoc
1). Os antigenos vivos foram mantidos a uma temperatura de 30°C em estufa bacteriologica,
sendo utilizados no sétimo dia de crescimento. Para a padronizacdo do antigeno, utilizou-se a
concentracdo em 1-2 x 10° leptospiras/mL. O teste foi considerado positivo quando se
encontrou 50% ou mais do antigeno aglutinado, ou quando a densidade do antigeno no

complexo antigeno-anticorpo fosse menor que 50%.
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2.3 Dot-ELISA

Na preparacao do antigeno, leptospiras do sorovar Hardjo foram cultivadas a 30°C em
estufa bacteriolégica até a uma concentragdo de 10° leptospiras/mL. Apds o crescimento, as
celulas foram inativadas e centrifugadas em 5.000 x g durante 10min. O pellet formado foi
ressuspendido com PBS estéril (pH 7,0) a fim de ajustar-se uma concentragdo de 10uL para
cada reacdo. Para o estabelecimento do formato do teste, seguiu-se o protocolo de Pappas e
colaboradores (1985) [7] com modificacbes. Membranas de nitrocelulose (BioRad) de
0,22um foram sensibilizadas com antigeno, esperando-se a absor¢do do antigeno na
membrana por uma hora a temperatura ambiente. Apds o periodo de sensibilizacdo, as
membranas foram submetidas ao tampdao de blogqueio (PBS+Tween20; Caseina) e a imediata
incubacdo em estufa (30°C) por uma hora. Em seguida, as membranas foram lavadas com
PBS-T e os soros dos bovinos (n=34) e os controles (CP, n=3;CN, n=3) foram adicionados
para a reacdo na diluicdo de 1:25. Apds, incubou-se em estufa por duas horas e depois desse
tempo, lavou-se a membrana novamente com PBS-T por quatro vezes em dez minutos. A
sequir, o conjugado anti-lgG de bovino (1:100) foi adicionado sobre cada reacdo na
membrana e incubou-se em estufa por mais uma hora. Por fim, as membranas foram lavadas
novamente com PBS-T por quatro vezes em dez minutos. A revelagdo foi realizada mediante
a adicdo de uma solugdo de revelagdo a base de Tris HCI, 3,3’-Diaminobenzidine (DAB) e
Peroxido de sédio. Apos, as membranas foram incubadas por quinze minutos, sendo utilizada
solucdo de parada imediatamente apoOs essa incubagdo, realizando duas lavagens com 200uL
de &gua destilada. Todas as etapas foram realizadas em temperatura ambiente sob agitacéo
constante. Para a padronizagdo dos resultados, considerou-se como resultado positivo e
negativo, as reacdes antigeno-anticorpo que apresentaram definicdo visual de cor e aspecto

semelhante aos dos controles.

2.4 Analise estatistica

A analise de sensibilidade, especificidade e concordancia (valor de Kappa) do Dot-
ELISA para a deteccdo de anticorpos leptospirais foi determinada em comparagdo com o
resultados do MAT, utilizando o software MedCalc para Windows, versdo 19.4.1.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a padronizacdo do ensaio com 0s 34 soros bovinos amostrados e 0s seis soros
controles (CP e CN), o MAT revelou 17 soros reagentes e 17 soros ndo reagentes. Os soros
reagentes atingiram titulagdes que variaram de 100 a 1600 para quatro sorovares patogénicos
(Tabela 1), confirmando a caracterizag&o prévia realizada.

Tabela 1. Resultados do MAT com 17 soros bovinos, reagentes no teste, de acordo com o

soro e os titulos de anticorpos.

Identificacdo do Antigenos reagentes
soro CAN GRI HAR ICT
10 100
11 400
12 400
18 100
244 100 200 400
272 200
709 400
995 400 400
1021 800
6702 400
6710 1600
6716 100
6749 400
6750 100
6757 100 100
6758 100
6760 100
% 29,4 5,8 47,0 41,1

Legenda: CAN=Canicola;GRI=Grippotyphosa;HAR=Hardjo;ICT=Icterohaemorrhagiae

No Dot-ELISA, dos 34 soros utilizados, 24 (70,5%) foram considerados como
reagentes (Tabela 2). Ao realizar a analise da Tabela 2 percebe-se que dos 17 soros reagentes
no MAT, 16 foram reagentes no Dot-ELISA e dos 17 soros ndo reagentes, oito foram

reagentes no Dot-ELISA. Tais avaliagbes permitem-nos notar que o Dot-ELISA, em relacéo
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ao MAT, possui uma sensibilidade de 94%, uma especificidade de 53% e uma correlagdo

classificada como substancial (K=0,74).

Tabela 2. Comparacéo entre Dot-ELISA e MAT realizados com 0s soros bovinos.

MAT
Dot-ELISA Total
Reagente Né&o reagente
Reagente 16 8 24
N&o reagente 1 9 10
Total 17 17 34

Onde: [1°=9,0; K=0,74; Sensibilidade=94%: Especificidade=53%

O MAT ¢é considerado o teste soroldgico padrdo-ouro para o diagnostico da
leptospirose em humanos e animais [3]. Entretanto, os resultados mostraram que o Dot-
ELISA no formato proposto foi capaz de detectar anticorpos anti-Leptospira nos soros
bovinos com a mesma eficiéncia que o MAT. Além disso, o Dot-ELISA utilizou apenas o
sorovar Hardjo como antigeno, enguanto que para a realizacdo do MAT foi utilizada uma
bateria com 12 sorovares. Interessantemente, o Dot-ELISA foi capaz de detectar todos os
soros que reagiram como o sorovar Hardjo no MAT e também todos aqueles que haviam
reagido para os sorovares Canicola, Grippotyphosa e Icterohaemorrhagiae, com excecdo do
soro 272, o qual reagiu com titulo de 200 para o sorovar Icterohaemorrhagiae. Dessa forma, a
sensibilidade foi de 94% nos soros reagentes. Além disso, o Dot-ELISA detectou oito soros

que ndo haviam sido reagentes para nenhum sorovar no MAT.

Para a padronizacdo do teste, utilizou-se amostras de sangue provenientes de um
confinamento de bovinos de 34 municipios do RS, os quais foram destinados para a
exportacdo de animais vivos. Estes animais possuiam idade entre 18 e 24 meses, sem nenhum
historico de vacinagdo contra a leptospirose e historia clinica da doenca. No Brasil, estudos
soroldgicos apontam para uma diversidade de sorovares circulantes, e que a sororeatividade
nos rebanhos bovinos estaria relacionada com a sazonalidade climatica nos locais de estudo,
principalmente nos periodos com as altas precipitacdes pluviométricas [12-14]. Os resultados
encontrados neste estudo evidenciaram reagdes para os sorovares implicados na maioria dos
casos de leptospirose bovina no mundo, além de serem constituintes da maioria das vacinas

comerciais disponiveis [1]. O Dot-ELISA no formato padronizado neste estudo foi capaz de
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detectar um amplo espectro de reacdes mesmo utilizando apenas um dos antigenos mais

prevalentes para a espécie bovina.

Em nosso estudo foi possivel observar uma reducdo direta nos custos, no tempo para a
execucdo das técnicas utilizadas e na necessidade de equipamentos laboratoriais em
comparacdo ao MAT. Neste sentido, Pappas e colaboradores (1985) [7] descreveram um teste
rapido, com custo baixo e de facil execugdo denominado de IgM Dot-ELISA, o qual revelou
uma maior sensibilidade e especificidade do que o MAT para os casos de infec¢Ges agudas.
Assim, avaliagdes adicionais poderdo ser realizadas a fim de uma melhor avaliagdo das
vantagens de nosso ensaio em relagdo ao MAT, além de determinar o melhor momento para a
execucao do teste em relagcdo ao estagio da doenca, previamente a realizacdo do diagndstico

laboratorial padrao.

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, o Dot-ELISA padronizado de
forma preliminar foi capaz de detectar anticorpos anti-Leptospira em 70,5% (n=24) soros
bovinos testados. Embora os resultados sejam promissores, ensaios adicionais sdo necessarios
a fim de padronizar a técnica para uso em larga escala, visando a triagem rapida de casos de

leptospirose em bovinos a campo.
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3 Consideracgdes Finais

De acordo com o MAT, a prevaléncia de anticorpos anti-Leptospira nos 355
animais amostrados é de 6,76% (n=24; IC 95% 4,58-9,86). Os sorovares mais
prevalentes no estudo sao Hardjo e Icterohaemorrhagiae com 2,53%, seguidos de
Canicola com 1,97% e Grippotyphosa com 1,12%. Embora a prevaléncia encontrada
foi considerada inferior a média do RS, nossos resultados poderdo servir de
referéncia para estudos futuros, tendo em vista que a amostra foi constituida de
animais jovens (até 24 meses), machos e sem histérico de vacinacdo para a
enfermidade.

A analise do ELISA indireto revela uma alta especificidade (97,87%), mas
uma sensibilidade baixa (38,46%). Por outro lado, o Dot-ELISA foi capaz de detectar
anticorpos anti-Leptospira em 16 (sensibilidade = 94%) dos 17 soros bovinos
reagentes no MAT.

De forma geral, nossos resultados demonstram a exposicdo dos bovinos ao
agente, que por sua vez, pode levar a problemas de salude publica, tendo em vista
que 0s animais nao possuiam histdrico de vacinacdo. Embora os resultados sejam
promissores, ensaios adicionais sdo necessarios a fim de padronizar a técnica para
uso em larga escala, visando a triagem rapida de casos de leptospirose em bovinos

a campo.
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