
Braz■ J- vet. Res. anim. Sci.,
São Paulo, v.3J, n.l, p.25-30, 1994.

EM PREGO DE ESTIRPES DE Leptospira biflexa NA PROVA DE SO ROAGLUTINAÇÃO M ICRO SCÓ PICA  
APLICADA AO D IA G N Ó STICO  DA LEPTO SPIR O SE CAPRINA E OVINA*

USE OF Leptospira biflexa STRAINS IN THE SEROAGGLUTINATION TEST FOR DIAGNOSIS OF LEPTOSPIROSIS IN
SHEEPS AND GOATS
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RESUM O

O estudo comparativo de antígenos preparados com 13 estirpes de Leptospira biflexa (abaeté, 
andamana, huenos aires, bovedo, garcia, jequitáia, nazaré, ondina, patoc. pirajá, rufino, 
são paulo e tororó) na prova de aglutinação microscópica aplicada ao diagnóstico da 
leptospirose, em soros de ovinos e caprinos triados com uma coleção de 18 sorotipos de 
Leptospira interrogans, demonstrou que as estirpes jequitáia e huenos aires apresentaram 
o melhor comportamento com níveis de sensibilidade, especificidade e concordância relativas 
superiores a 60%. Para os soros de ovinos não houve diferença entre os antígenos jequitáia e 
buenos aires (0,70<p<0,50); frente aos soros de caprinos a estirpe jequitáia foi superior à 
buenos aires (0,01<p<0,002). A ocorrência de resultados falsos positivos (6 a 30%) com estas 
duas estirpes salienta que uma parcela das reações, pode ser de natureza inespecífica.
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INTRODUÇÃO

A leptospirose em ovinos e caprinos manifesta-se em algu
mas oportunidades, com febre, icterícia, hemoglobinuria, 
anemia, infertilidade, abortamento, mortalidade perinatal e 
em outras ocasiões, de forma pouco pronunciada, tão leve, 
que pode passar despercebida15. A única maneira para o 
esclarecimento da suspeita da infecção é através da execução 
dos exames laboratoriais.

Dentre os ensaios laboratoriais empregados para a confirma
ção do diagnóstico da leptospirose a reação de soroaglutinação 
microscópica (SAM) 6 a técnica mais amplamente difundi
da8, no entanto é muito trabalhosa pois utiliza um grande 
número de estirpes de leptospira, para o exame de uma única 
amostra de soro7.

A verificação de que a estirpe Patoc I de L eptospira biflexa 
foi capaz de revelar a presença de aglutininas anti-leptospira 
em soros de seres humanos infectados por diversos sorotipos 
de Leptospira interrogans, trouxe um grande avanço para o 
diagnóstico da leptospirose humana11012, todavia esta carac
terística não foi obtida quando do exame dc soros provenien
tes de diversas espécies de animais13,4-914,15.

* Trabalho conduzido com o apoio financeiro do Conselho Nacional de D esenvolvim en
to Científico e Tecnológico (CNPq). Dissertação de M estrado apresentada ao Instituto 
de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo.

1-Professor Doutor-Escola de Medicina Veterinária, Universidade Federal da Bahia

No relativo ao emprego de estirpes de L eptospira biflexa 
para o exame de soros de ovinos e caprinos os resultados 
disponíveis são irregulares: CACHIONE et al.5 (1971), rela
taram um bom comportamento para a estirpe rufino, no 
entanto isto não foi confirmado por CALDAS et al.4 (1978) 
que posteriormente5 obtiveram bons resultados com a estirpe 
buenos aires.

Tendo em vista a existência de resultados discordantes nas 
tentativas de utilização das estirpes rufino, são paulo, patoc 
e buenos a ire s14-5 para o diagnóstico da leptospirose ovina e 
caprina, o presente trabalho teve por objetivo reavaliar o 
emprego destas quatro estirpes bem como introduzir nove 
outras, ainda não estudadas (abaeté, andam ana, bovedo, 
garcia, jequ itá ia , nazaré, ondina, p ira já  c tororó).

MATERIAL E MÉTODO

As amostras de sangue foram obtidas em criatórios de ovinos 
e caprinos que apresentavam problemas da esfera reprodutiva 
(principalmente abortamento), localizados em três Municípi
os da microrregião do Sertão de Canudos, interior da Bahia: 
Uauá, Euclides da Cunha e Itiúba. Foram colhidos soros de 
317 caprinos e de 219 ovinos.

2-Professor Associado-Instituto de Ciências Biomédicas da USP
3-M édico V eterinário-Em presa Agropecuária da Bahia
4-Professor Doutor-Instituto de Ciências Biomédicas da USP
5-Professor T itular-Faculdade de M edicina V eterinária e Zootecnia da USP
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A reação de soroaglutinação microscópica foi executada 
conforme a recomendação do CENTRO PANAMER1CANO 
DE ZOONOSES1 (1968). A coleção de antígenos utilizada 
ineju iu  18 es tirp e s  de L e p to s p ira  in te r r o g a n s  
( ic te ro h a e m o rrh a g ia e , w olffi, ta ra sso v i, c y n o p te ri, 
c a n ic o la , a u s tra l is ,  p y ro g en es , ja v a n ic a , p o m o n a , 
c a s te l lo n is , a u tu m n a lis ,  c e lle d o n i, p a n a m a , 
g rip p o th y p h o sa , b a tav iae , b ra s ilien s is , sh e rm an i e 
hebdom adis) e 13 estirpes de Leptospira biflexa (abaete, 
andam ana, buenos aires, bovedo, garcia, jequ itá ia , nazaré, 
ondina, patoc, p irajá , rufino, são paulo e tororó). Os 
antígenos foram cultivados em meio líquido de Stuarl acres
cido de 10% de soro estéril de coelho ligeiramente hemolisado, 
livre de anticorpos anti-leptospira e inativado a 56° por uma 
hora durante dois dias consecutivos7.

A análise estatística dos resultados foi realizada pelo teste de 
Mc Nemar16. Os parâmetros de sensibilidade, especificidade 
e concordância relativas foram calculados conforme propos
to por MARTIN" (1977).

RESULTADOS

Nas Tab. 1 e 2 são apresentados respectivamente os resulta
dos dos exames dos 50 soros de caprinos e de 50 soros de 
ovinos, submetidos ao teste de soroaglutinação microscópica 
aplicado a leptospirose frente a uma coleção de 18 estirpes de 
Leptospira interrogans. A observação destas Tabelas possi
bilita a constatação de que a reação sorológica mais freqüente 
com os soros de caprinos foi com a estirpe autum nalis e para 
os de ovinos com a javanica.

Os soros foram inicialmente submetidos a uma triagem 
através da SAM frente as 18 estirpes de L ep to sp ira  
in terrogans e a seguir foram aleatoriamente selecionados 50 
soros de animais reagentes e 50 animais não reagentes para 
cada espécie animal, os quais foram retestados com as 13 
estirpes dc L eptospira biflexa.

A Tab. 3 apresenta os resultados do reteste dos soros inicial
mente triados com antígenos de Leptospira in terrogans 
frente às 13 estirpes de L eptospira biflexa. A observação dos 
valores apresentados nesta Tabela demonstra que para as duas 
espécies animais estudades as três estirpes que apresentaram 
a maior capacidade de revelar a presença de anticorpos

TABELA 1
Freqüência de soros caprinos examinados pelo teste de soroaglutinação microscópica para leptospirose segundo o sorotipo 
reagenle e o título* obtido. Salvador-Ba, 1985.

ANTÍGENOS

100 2 0 0

TÍTULOS

4 0 0 8 0 0 1600

TOTAL (%)

icterohaemorrhagiae 0 0 0 0 0 0 0

vvolfii 0 0 0 0 0 0 0

tarassovi 3 0 0 0 0 3 2,0

cynopteri 0 0 0 0 0 0 0

canicola 7 1 0 0 0 8 5.4

australis 9 0 0 0 0 9 6,0

pyrogenes 2 1 1 0 0 4 2,7

javanica 9 5 1 0 0 15 10,9

pomona 2 0 0 0 0 2 1.3

castenollis 12 3 5 1 0 21 14,1

autumnalis 11 11 5 1 0 28 19,0

celledoni 23 2 1 0 0 26 17,5

panama 4 7 3 2 0 16 11.5

grippotyphosa 6 1 0 0 0 7 4,1

bataviae 6 1 0 0 0 7 4,1

brasiliensis 0 0 0 0 0 0 0

shermani 1 0 0 0 0 1 0.7

hebdomadis 0 0 1 0 0 1 0.7

TOTAL 95 32 17 4 0 148 100.0

*= Recíproca da maior diluição do soro onde foi constatado 50% dc leptospiras aglutinadas por campo microscópico. 
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TABELA 2
Freqüência de soros de ovinos examinados pelo teste de soroaglutinaçào microscópica para leptospirose segundo o sorotipo 

reagente e o título* obtido. Salvador-BA, 1985.

ANTÍGENOS

100 200

TÍTULOS 

400 800 1600

TOTAL (%)

icterohaem orrhagiae 0 0 0 0 0 0 0
vvolffi 1 0 0 1 0 2 0,9
tarassovi 1 0 0 0 0 1 0,4
cynopteri 0 0 0 0 0 0 0
canicola 17 7 1 1 0 26 11,2
australis 3 2 0 0 0 5 2,2
pyrogenes 6 0 0 0 0 6 2,6
javanica 23 8 2 0 0 33 14,3
pomona 5 0 0 0 0 5 2,2
castellonis 29 3 0 0 0 32 13,9
autum nalis 14 10 2 0 0 26 11,2
celledoni 21 6 0 0 0 27 11,7
panam a 20 5 1 0 0 26 11,2
grippotyphosa 16 0 0 0 0 16 6,9
bataviae 19 1 0 0 0 20 8,7
brasiliensis 5 1 0 0 0 6 2,6
sherm ani 0 0 0 0 0 0 0
hebdomadis 0 0 0 0 0 0 0

TOTAL 180 43 6 2 0 231 100,0

*= Recíproca da maior diluição do soro onde foi constatado 50% de leptospiras aglutinadas por campo microscópico.

TABELA 3
Comportamento dc soros de caprinos e ovinos reagentes e não reagentes para antígenos patogênicos frente a diferentes
antígenos de leptospiras apatogênicas. Salvador-BA, 1985.

"" v ^ S O R O S CAPRINOS OVINOS

REAGENTES NÃO REAGENTES REAGENTES NÃO REAGENTES
A N T Í G E N O a ^

abaeté 0/50* 0/50 0/50* 0/50
andam ana 10/50 1/50 8/50 5/50
buenos a ires 30/50 3/50 31/50 14/50
bovedo 7/50 3/50 7/50 4/50
garcia 15/50 9/50 13/50 5/50
jequitáia 37/50 15/50 34/50 7/50
nazarc 10/50 10/50 8/50 5/50
ondina 7/50 1/50 15/50 3/50
patoc 25/50 6/50 26/50 1/50
p ira já 0/50 0/50 1/50 0/50
rufino 11/50 2/50 19/50 2/50
são paulo 10/50 2/50 14/50 5/50
to roró 5/50 1/50 1/50 0/50

*= Número de soros reagentes/total de soros examinados.
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séricos aglutinantes foram em ordem decrescente de eficiên
cia, respectivamente: jcquitá ia , buenos aires e patoc.

As Tab. 4 e 5 relacionam os parâmetros de sensibilidade, 
especificidade e concordância relativas dos antígenos de 
L eptospira biflexa avaliados, respectivamente, com soros 
de caprinos e de ovinos. Dentre os valores registrados cons
tata-se a existência dc níveis superiores a 60% para as três

características estudadas apenas com as estirpes jcqu itá ia  e 
buenos aires.

A análise estatística dos resultados referidos na Tab. 4 (soros 
de caprinos) demonstrou que a diferença de sensibilidade 
apresentada pelas estirpes jequ itá ia  e buenos aires (respec
tivamente, 74 e 60%) apresenta uma probabilidade de ocor
rência casual situada entre 1,0 e 0,2%. A utilização do mesmo

TABELA 4
Valores dc sensibilidade, especificidade e concordância relativas do teste de soroaglutinação microscópica aplicado à 
leptospirose em soros dc caprinos, segundo o sorotipo de Leptospira biflexa utilizado como antígeno. Salvador-BA, 1985.

—>^CAR ACTERÍ ST1C A 

ANTÍGENO — .

SENSIBILIDADE

%

ESPECIFICIDADE

%

CONCORDÂNCIA

%

abaeté 0 0 0
andam ana 20 98 59
buenos aires 60 94 77
bovedo 14 94 54
garcia 30 82 56
jequ itá ia 74 70 72
nazaré 20 80 50
ondina 14 98 56
patoc 50 88 69
pirajá 0 0 0
rufino 22 96 59
são paulo 20 96 58
tororó 10 98 54

TABELA 5
Valores dc sensibilidade, especificidade e concordância relativas do teste de soroaglutinação microscópica aplicado à 
leptospirose em soros dc ovinos segundo o sorotipo dc Leptospira biílexa utilizado como antígeno. Salvador-BA, 1985.

----- ^CARACTERÍSTICA

ANTÍGENO
SENSIBILIDADE

%

ESPECIFICIDADE

%

CONCORDÂNCIA

%

abaeté 0 0 0
andam ana 16 90 53
buenos aires 62 72 67
bovedo 14 92 53
garcia 26 90 58
jequ itá ia 68 86 77
nazaré 16 90 53
ondina 30 94 62
patoc 52 98 75
p ira já 2 100 51
rufino 38 96 67
são paulo 28 90 59
tororó 2 100 51
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tipo de raciocínio para os valores apresentados na Tab. 5 
(soros de ovinos) salienta que a probabilidade da ocorrência 
de uma diferença casual situa-se entre 50 e 70%.

DISCUSSÃO

Os resultados encontrados na reação de S AM com os antígenos 
de Leptospira biflexa demonstraram maior sensibilidade 
para as estirpes jequ itá ia  e buenos aires. A despeito da 
estirpe patoc ter apresentado cerca de 50% de sensibilidade 
para revelar aglutininas anti-leptospira cm soros de ovinos e 
caprinos, este valor 6 muito inferior ao obtido quando da sua 
utilização em soros humanos1-1012.

Os valores de sensibilidade, especificidade e concordância 
relativa dos antígenos jequ itá ia  c buenos aires foram supe
riores aos obtidos com as demais estirpes de Leptospira 
biflexa; no entanto a concordância obtida com a estirpe 
buenos aires em soros de ovinos (67%) foi inferior à 
encontrada por CALDAS et a l.5 (1982). Talvez estas 
discordâncias possam ser atribuídas à participação de algu
mas fontes de variação na condução da SAM tais como tipo 
de meio de cultura e às conseqüentes diferenças na concen

tração dos antígenos6, à fase pós-infecção em que foram 
colhidas as amostras de sangue17, ou ao sorotipodcLeptospira 
in terrogans responsável pela infecção1.

Das duas estirpes identificadas como detentoras de maior 
sensibilidade para revelar aglutininas anti-leptospira, em 
soros de ovinos e caprinos, a buenos aires foi quem apresen
tou maior índice de especificidade para soros de caprinos 
(94%) e a jequ itá ia  para soros de ovinos (86%). Estes valores 
demonstraram que com estas duas estirpes ocorre uma parce
la de reações inespecíficas.

Os resultados obtidos salientaram que para o diagnóstico da 
leptospirose caprina, a despeito da estirpe jequ itá ia  ter sido 
mais sensível, a ocorrência de uma maior frequência de 
resultados inespecíficos indica que o antígeno buenos aires 
tem maior perspectiva de utilização em testes de triagem; já 
para o diagnóstico de leptospirose ovina, tendo em vista que 
as duas estirpes (jequitáia e buenos aires) apresentaram o 
mesmo nível de sensibilidade, a recomendação de utilização 
recai sobre a estirpe jequ itá ia  que demonstrou maior nível de 
especificidade.

SUMMARY

Testing 13 serotypes of Leptospira biflcxa as antigens, for the diagnosis o f leptospirosis in 
sheeps and goats by means o f the microscopic agglutination test, it was observed that the 
antigens jequitaia and buenos aires presented the best results. If for sheep sera there was no 
significant difference between the antigens jequitaia and buenos aires (0,70 < p < 0,50), for 
goat sera the jequitaia antigen was better than buenos aires (0.01 < p <  0.002). The occurence 
o f some false positive results showed limitations in the specificity o f the SAT with Leptospira 
biflexa strains as antigens.

UNITKRM S: Leptospirosis; Diagnosis: Agglutination tests; Sheep; Goats
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