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HASHIMOTO, Vanessa Yumi. Associacdo da leptospirose com lesdes renais
macroscépicas tipo “White spots” em suinos aparentemente sadios, abatidos em
frigorificos da regido norte do estado do Parand. 2006. 43f. Dissertagdo (Mestrado em
Ciéncia Animal) — Universidade Estadual de Londrina. Londrina, 2006.

RESUMO

A leptospirose suina ¢ uma zoonose de grande significado econdmico, responsavel por
elevadas perdas economicas devido ao comprometimento no desempenho reprodutivo dos
animais acometidos. Entretanto, suinos de terminagdo infectados por leptospiras sdo
considerados freqiientemente como portadores sdos e quando levados ao abate, estes animais
podem passar despercebidos pelo Servico de Inspecdo Veterinaria. Diversos autores
consideram as lesdes macroscopicas nos rins, conhecidas como “white spots”, como a Unica
indicagdo de leptospirose em suinos. O objetivo deste trabalho foi associar a leptospirose em
suinos aparentemente sadios, abatidos em frigorifico da regido norte do Estado do Parand com
as lesdes renais macroscopicas tipo “white spots”. Foram colhidas amostras de rim e sangue
intracardiaco de 120 animais com lesdes renais macroscopicas tipo “white spots” e de 120
sem lesdes renais macroscopicas tipo “white spots”, utilizados como controle. Os resultados
obtidos foram submetidos ao teste do Qui-Quadrado (%?) ou Exato de Fisher. Para detectar
anticorpos contra Leptospira spp, todos os soros foram submetidos a prova de soroaglutinagio
microscopica (SAM). Considerando a diluicdo 1:100 como ponte de corte da reagdo, nao foi
encontrada associacdo entre a SAM e as lesdes renais macroscopicas tipo “white spots”
(p=0,27). Todos os soros ndo reagentes na diluicdo 1:100 foram novamente diluidos a 1:20,
1:40 e 1:80. Considerando todos os soros com titulos de anticorpos > 20 na SAM, foi
encontrada associagdo entre a SAM e as lesdes renais macroscopicas tipo “white spots”
(p=0,0021). Os exames histopatoldgicos, corados pelo HE, realizados em cortes de rins do
grupo com lesdes “white spots” mostrou alteragdes estruturais em 118 (98,33%) suinos e em
84 (70,00%) animais do grupo sem lesdes “white spots”. Foi verificada a associagdo entre os
exame histopatoldgicos e as lesdes renais macroscopicas tipo “white spots” (p=0,0001). Os
resultados deste trabalho indicam que a Leptospira spp pode ser considerada uma das
responsaveis pelas lesdes macroscopicas tipo “white spots” em suinos, aparentemente sadios,
abatidos em frigorifico, com titulos > 20 na prova de soroaglutinacdo microscopica.

Palavras-chave: Leptospira spp. Suino. “White spots”. Sorologia. Histopatologia.



HASHIMOTO, Vanessa Yumi. Association between leptospirosis and kidneys' s
macroscopic lesions type “White spots” in apparently healthy swine, originated from
slaughterhouse in Northern Parana State. 2006. 43f. Dissertation (Master’s Degree in
Animal Science) — Universidade Estadual de Londrina. Londrina, 2006.

ABSTRACT

Swine leptospirosis is a zoonotic disease with a worldwide distribution. The disease is
responsible for increasing economic losses due to involve the reproduction system of infected
animals. However, fatteners with leptospirosis are considered frequently as carrying and can
pass unnoticed at the veterinary inspection when slaughter. Many authors consider the
macroscopic lesions in the kidneys, known as “white spots”, as the only indication of
leptospirosis in swine. The aim of this work was to associate the macroscopic lesions
type“white spots” in swine’s kidneys with leptospirosis. The organs were collected from
apparently healthy animals originated from slaughterhouses placed in northern Parana State.
Samples of kidney and intracardiac blood were collected from 120 animals with macroscopic
lesions “white spots” and from 120 animals without the macroscopic lesions, used as negative
control. The results were submitted to Qui-Square test (x?) or Fisher’s test. To detect
antibodies against Leptospira spp, all the serums had been submitted to the microscopic
agglutination test (MAT). Considering the 1:100 dilution as cut-off value of the reaction,
association between MAT and the macroscopic kidney’s lesions type “white spots” was not
found (p=0,27). All the not reacting serums in the 1:100 dilution, had been diluted again to
1:20, 1:40 and 1:80. Considering all the serums with antibodies titers > 20 in MAT,
association between MAT and the macroscopic kidney’s lesions “white spots” was found
(p=0,0021). Slices of kidneys prepared with hematoxylin and eosin (HE) staining showed
modifications in 118 animals (98,33%) originated from the group with “white spots” and in
84 (70,00%) animals belonging to the group without “white spots”. As a result, the
association between histopathology and macroscopic lesions type “white spots” were verified
(p=0,0001). The results of this work indicate that the Leptospira spp can be considered one of
the responsible for the macroscospic lesions of nephritis in swine, in apparently healthy
animals originated from slaughterhouses with macroscospic kidney’s lesions type “white
spots” and antibody titers > 20 in MAT.

Keywords: Leptospira spp. Sswine. “White spots”. Serology. Histopathology.
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1 REVISAO DE LITERATURA

RESUMO

A leptospirose suina ¢ uma zoonose mundialmente difundida, responsavel por elevadas perdas
econdmicas devido ao comprometimento no desempenho reprodutivo dos animais
acometidos. Nos suinos, durante a fase de leptospiremia, ocorre a disseminacdo e
multiplicagdo da leptospira, sendo o rim considerado um dos principais locais de permanéncia
deste microrganismo. As alteragdes histologicas em rins infectados por leptospiras mostram
um quadro variado de lesdes, predominando as nefrites intersticiais. As lesdes macroscopicas
da nefrite intersticial, conhecidas como “white spots” sdo uma das principais causas de
condenagdo de rins de suinos em frigorificos. Vérios autores consideram estas lesdes
especificas da leptospirose, entretanto, no Brasil, atualmente sdo poucas as pesquisas que
relacionam a leptospirose e as lesdes macroscopicas tipo “white spots” nos rins de suinos.
Varias sdo as técnicas laboratoriais utilizadas para o diagnostico da leptospirose suina. A
prova de soroaglutinagdo microscopica (SAM), método recomendado pela Organizacao
Mundial de Saude, associada as técnicas de imunoperoxidase e histopatologia podem ser uteis
para caracterizar a relagdo entre a leptospirose e as lesdes macroscopicas tipo “white spots”
nos rins de suinos.

Palavras-chave: Leptospirose. Suinos. Rins. “White spots”.

ABSTRACT

Swine leptospirosis is a zoonotic disease with a worldwide distribution. The disease is
responsible for increasing economic losses due to involve the reproduction system of infected
animals. In swine, during leptospiremia phase occur a dissemination and multiplication of
leptospires. In addition, the kidney is considered one of the major places of permanence for
leptospires. The histological modification in infected kidneys from leptospires shows several
types of lesions having interstitial nephritis as the major finding. Macroscopic lesions from
interstitial nephritis, known as “white spots”, are one of the main causes of condemnation of
swine’s kidneys in slaughterhouses. Many authors consider this type of lesions as specific
from leptospirosis. However, in Brazil, nowadays, just a few researches relate leptospirosis
with macroscopic lesions as white spots in swine kidney. A lot of laboratory techniques are
used to diagnose swine leptospirosis including the microscopic agglutination test (MAT) as a
method recommended by World Health Organization (WHO). In addition, the association
between MAT, immunoperoxidase and histology methods can be useful to characterize the
relation between leptospirosis and macroscopic lesions in “white spots” swine’s kidneys.

Keywords: Leptospirosis. Swine. Kidneys. “White spots”.
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1.1 INTRODUCAO

A leptospirose ¢ uma das mais importantes zoonoses de ocorréncia mundial,
causada por diferentes sorovares (MAILLOUX, 2001).

Os suinos sdo suscetiveis a varios sorovares (FAINE, 1982), sendo
considerados hospedeiros definitivos dos sorovares Pomona, Bratislava e Tarassovi e
hospedeiros acidentais dos sorovares Icterohaemorrhagiae, Canicola, Autumnalis, Hardjo e
Grippotyphosa (ELLIS, 1992).

Levantamentos soroldgicos nesta espécie animal realizados por Reis et al.
(1973) em Minas Gerais, Oliveira (1977) em Santa Catarina e Rio Grande do Sul, Larsson et
al. (1984) em Sao Paulo, Parana e Santa Catarina e Langoni et al. (1995) em Sao Paulo,
detectaram o predominio de anticorpos contra os sorovares Pomona e Icterohaemorrhagiae.

Favero et al. (2002) analisando resultados dos exames sorologicos de
leptospirose suina, no periodo de 1987 a 1997, constataram maior freqiiéncia de reac¢des para
o sorovar Icterohaemorrhagiae (33,0% a 66,6%) nos Estados de SP, SC, PR e GO, para o
sorovar Pomona (100%, 33,3% e 47,7%) no RS, RJ e PE respectivamente, para o sorovar
Grippothyphosa (33,3%) em MG e para o sorovar Autumnalis (50%) no CE.

Delben et al. (2002), no periodo de 1999 a 2000, pesquisando em
propriedades de suinos da regido norte do Parand, detectaram maior freqiiéncia de reagdes
para o sorovar Icterohaemorrhagiae. O mesmo foi observado por Shimabukuro et al. (2003)
que também relataram predominio do sorovar Icterohaemorrhagiae em suinos de abatedouro
da regido de Botucatu no Estado de Sdo Paulo.

Os primeiros trabalhos sobre isolamento de Leptospira spp em suinos no
Brasil foram iniciadas por Guida (1958) que identificou trés amostras isoladas de rins de
suinos aparentemente normais, procedentes de Rio Claro, Estado de Sao Paulo. Foi realizada
a prova de soroaglutinagdo microscopica com soros hiperimunes para os sorovares Pomona,
Grippotyphosa, Australis, Balum, Canicola, Icterohaemorrhagiae e Tarassovi. Os trés soros
aglutinaram o sorovar Tarassovi na dilui¢do 1:3000. Seguiram-se os trabalhos de Santa Rosa
et al. (1962) que isolaram, leptospiras do sorovar Pomona da urina de uma porca que havia
abortado e de Castro et al. (1962) que registraram o primeiro isolamento, no Brasil, do
sorovar Canicola de rim de suino, aparentemente sadio, abatido em frigorifico da regido do

Estado de Sao Paulo.
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Oliveira et al. (1983) no Rio Grande do Sul e Freitas et al. (2004) no Parana
isolaram, respectivamente, o sorovar Pomona e Canicola em amostras de rim e figado de
suinos, aparentemente sadios, abatidos em frigorifico.

Na espécie suina, as leptospiras sdo responsaveis por transtornos
reprodutivos, que consistem em retorno ao cio nas primeiras seis semanas de gestagdo,
descargas vulvares, abortos na fase final da gesta¢do, natimortos e nascimento de leitdes
fracos (OLIVEIRA, 1994). Ocasionam ainda, lesdes em varios orgdos, principalmente no
figado (MICHNA & CAMPBELL, 1969), no entanto alguns sorovares (Pomona, Canicola,
Tarassovi e Icterohaemorrhagiae) alojam-se, preferencialmente, nos rins e sdo eliminados pela
urina (OLIVEIRA, 1994). A maioria dos achados anatomopatoldgicos em suinos tem sido
encontrada apos a fase cronica da doenga e estdo freqiientemente limitados aos rins.

Estudos tém sido realizados para esclarecer a etiologia da nefrite intersticial
em suinos, aparentemente sadios, abatidos em frigorifico (HUNTER et al., 1987; JONES et
al., 1987; BAKER et al., 1989; DROLET et al., 2002; BOQVIST et al., 2003). Entre os varios
microrganismos responsaveis pela nefrite intersticial em suinos, a Leptospira spp tem sido
considerada um dos principais agentes causadores desta lesio (MAXIE & PRESCOTT,
1993), caracterizada histologicamente por varios graus de fibrosamento e infiltragdo celular
intersticial (BAKER et al., 1989).

As lesdes macroscopicas da nefrite intersticial, conhecidas como “white
spots” sdo uma das principais causas de condenacdo de rins de suinos em abatedouros
(DROLET et al., 2002). Estas lesdes apresentam-se como focos branco-acizentados de um a
trés milimetros de diametro, predominantemente corticais. Algumas vezes, uma reagao mais
aguda aparece como um anel de congestdo em volta do foco (OLIVEIRA, 1988).

O diagndstico da leptospirose pode ser realizado por diferentes métodos
laboratoriais baseados na deteccdo direta ou indireta do agente ou do material genético
(FAINE et al., 1999), entretanto técnicas complementares, como a histopatologia podem
auxiliar no diagnostico.

A prova de soroaglutinagdo microscopica (SAM) ¢ o método indireto mais
utilizado para o diagndstico da leptospirose suina (VASCONCELLOS, 1979). Para a sua
realizacdo € necessaria uma infra-estrutura minima e pessoal qualificado. Este teste utiliza
antigenos vivos para detectar anticorpos presentes no soro (LEVETT, 2001). Os antigenos
utilizados devem conter pelo menos um representante de cada sorogrupo. A especificidade e a

sensibilidade da SAM sdo altas, entretanto a sensibilidade declina & medida que aumenta o
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tempo decorrido apoés a infeccdo. Para a sua realizagdo ¢ necessaria uma infra-estrutura
minima e pessoal qualificado (FAINE et al., 1999).

O isolamento de leptospiras permite o diagndstico definitivo da leptospirose
e a identifica¢do do sorovar infectante, dado este importante tanto na epidemiologia como na
profilaxia da doenga (FAINE et al., 1999). As técnicas de isolamento sdo demoradas e
laboriosas, sendo restritas a poucos laboratorios. O rapido processamento das amostras, a
utilizacdo de meios de transporte e de meios de culturas que satisfagam exigéncias
nutricionais das leptospiras, o uso de antibidticos seletivos para controle de bactérias
contaminantes e as técnicas de dilui¢des aumentam as chances de isolamento de leptospiras
(ADLER et al., 1986).

Entre as técnicas de diagndstico baseadas na detec¢gdo do DNA da leptospira,
a reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) vem sendo utilizada com mais freqiiéncia na
deteccao da enfermidade em varias espécies animais (RICHTZENHAIN et al., 2002). Apesar
da alta especificidade e sensibilidade desta técnica, a necessidade de equipamentos
especificos, o elevado custo dos reagentes e a auséncia de procedimentos automatizados e
padronizados impedem sua implanta¢do na rotina de diagnostico, principalmente em areas
endémicas da doenga (BOLIN, 1996).

As alteracOes celulares decorrentes da presenga das leptospiras em cortes
histologicos podem ser visualizadas pela coloragdo Hematoxilina-Eosina. Hanson e Tripathy
(1986) relataram pequenas alteragdes histologicas, em suinos, durante a fase aguda da
leptospirose, caracterizadas por lesdo tubular renal, necrose focal do figado, infiltracdo
linfocitica da glandula adrenal e meningoencefalite associada a infiltracdo linfocitica
perivascular (CHAUDHARY et al.,, 1966). Na fase cronica da doenga, as principais
alteragdes histopatoldgicas encontram-se no rim e sdo caracterizadas por uma progressiva
nefrite intersticial focal (LANGHAM et al., 1958). A infiltragdo intersticial leucocitaria, que
consiste de linfocitos, macrofagos e cé€lulas plasmaticas, pode ser extensa em algumas areas.
Podem ocorrer ainda outras alteracdes como, fibrose e/ou atrofia dos glomérulos,
espessamento da capsula de Bowman contendo material eosinofilico granular (LANGHAM et
al. 1958), atrofia ou hiperplasia e presenca de debris necréticos no lumen tubular e
hemorragias no espago intersticial.

As provas imunoistoquimicas, como imunoperoxidase tém sido usadas para
o diagnodstico post-mortem da leptospirose. A técnica de imunoperoxidase pode ser um
importante instrumento para o diagndstico da leptospirose em bidpsias ou materiais de

necropsia submetidos rotineiramente a histopatologia (ELLIS et al., 1983). Ela ¢ indicada na
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deteccao de leptospiras nos tecidos e apresenta como vantagens, baixo custo e visualiza¢ao da
reacdo tanto em microscopio Optico quanto em microscopia eletronica. Esta prova possibilita
a utilizagdo de fragmentos rotineiramente fixados em formol, a visualiza¢do simultanea do
agente ¢ das lesdes microscopicas e a deteccdo de leptospiras, mesmo quando estas se
apresentam fragmentadas ou na presenca de outras bactérias (FAINE et al., 1999).

Tendo em vista o aspecto econdmico, epidemioldgico e zoonodtico da
leptospirose suina, torna-se necessario a realizacdo de estudos que caracterizem ou ndo a
associag@o entre a Leptospira spp ¢ as lesdes renais macroscopicas em suinos aparentemente

sadios.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Associar a leptospirose em suinos, aparentemente sadios, com as lesdes renais

macroscopicas tipo “white spots”.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Associar a leptospirose com as lesdes renais macroscopicas tipo “white spots”
utilizando a prova de soroaglutinacdo microscopica e a histopatologia.

e Caracterizar pela histopatologia as lesdes renais macroscopicas tipo “white spots”;
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ASSOCIAGAO DA LEPTOSPIROSE COM AS LESOES RENAIS MACROSCOPICAS TIPO “WHITE
SPOTS” EM SUINOS APARENTEMENTE SADIOS, ABATIDOS EM FRIGORIFICO DA REGIAO

NORTE DO ESTADO DO PARANA

RESUMO

As lesdes macroscopicas da nefrite intersticial, conhecidas como “white spots”, sdo uma das
principais causas de condenacdo de rins de suinos em frigorificos. Entre os varios
microrganismos responsaveis pela nefrite intersticial em suinos, a Leptospira spp tem sido
considerada um dos principais agentes causadores desta lesdo. O objetivo deste trabalho foi
associar a leptospirose em suinos aparentemente sadios, abatidos em frigorifico da regido
norte do Estado do Parand com as lesdes renais macroscopicas tipo “white spots”. Foram
colhidas amostras de rim e sangue intracardiaco de 120 animais com lesdes renais
macroscopicas tipo “white spots” e de 120 sem lesdes renais macroscopicas tipo “white
spots”, utilizados como controle. Os resultados obtidos foram submetidos ao teste do Qui-
Quadrado (?) ou Exato de Fisher. Para detectar anticorpos contra Leptospira spp, todos os
soros foram submetidos a prova de soroaglutinacdo microscopica (SAM). Considerando a
dilui¢do 1:100 como ponte de corte da reacdo, ndo foi encontrada associagdo entre a SAM e as
lesdes renais macroscopicas tipo “white spots” (p=0,27). Todos os soros niao reagentes na
dilui¢do 1:100 foram novamente diluidos a 1:20, 1:40 e 1:80. Considerando todos os soros
com titulos de anticorpos > 20 na SAM, foi encontrada associagdo entre a SAM e as lesdes
renais macroscopicas tipo “white spots” (p=0,0021). Os exames histopatolégicos, corados
pelo HE, realizados em cortes de rins do grupo com lesdes “white spots” mostrou alteracdes
estruturais em 118 (98,33%) suinos e em 84 (70,00%) animais do grupo sem lesdes “white
spots”. Foi verificada a associacdo entre os exames histopatoldgicos e as lesdes renais
macroscopicas tipo “white spots” (p=0,0001). Palavras-chave: Leptospira spp, suino,

“white spots” , sorologia, histopatologia.
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ASSOCIATION BETWEEN LEPTOSPIROSIS AND KIDNEYS'S MACROSCOPIC LESIONS TYPE
“WHITE SPOTS” IN APPARENTLY HEALTHY SWINE, ORIGINATED FROM

SLAUGHTERHOUSE IN NORTHERN PARANA STATE

ABSTRACT

Macroscopic lesions caused by interstitial nephritis, known as “white spots”, are one of the
major causes of condemnation of swine’s kidneys in slaughterhouses. Among all organisms
responsible for interstitial nephritis in swine, Leptospira spp has been considered one of the
major agents responsible for this type of lesion. The aim of this work was to associate the

13

macroscopic lesions type “white spots” in swine’s kidneys with leptospirosis. The organs
were collected from healthy animals originated from slaughterhouses placed in northern
Parana State. Samples of kidney and intracardiac blood were collected from 120 animals with
macroscopic lesions “white spots” and from 120 animals without the macroscopic lesions,
used as negative control. The results were submitted to Qui-Square test (y?) or Fisher’s test.
To detect antibodies against Leptospira spp, all the serums had been submitted to the
microscopic agglutination test (MAT). Considering the 1:100 dilution as cut-off value of the
reaction, association between MAT and the macroscopic kidney’s lesions type “white spots”
was not found (p=0,27). All the not reacting serums in the 1:100 dilution, had been diluted
again to 1:20, 1:40 and 1:80. Considering all the serums with antibodies titers > 20 in MAT,
association between MAT and the macroscopic kidney’s lesions type“white spots” was found
(p=0,0021). Slices of kidneys prepared with hematoxylin and eosin (HE) staining showed
modifications in 118 animals (98,33%) originated from the group with “white spots” and in
84 (70,00%) animals belonging to the group without “white spots”. As a result, the
association between histopathology and macroscopic lesions type “white spots” were verified
(p=0,0001).

Keywords: Leptospira spp, swine, “white spots”, serology, histopathology.
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INTRODUCAO

A leptospirose suina ¢ uma zoonose de grande significado economico (HATHAWAY
& LITTLE, 1981), sendo reconhecida mundialmente pelos transtornos na esfera reprodutiva
que consistem em retorno ao cio nas primeiras seis semanas de gestacdo, descargas vulvares,
abortos na fase final da gestacdo, natimortos e nascimento de leitdes fracos (OLIVEIRA,
1994). Entretanto, suinos de terminacdo infectados por leptospiras sdo considerados
freqlientemente como portadores sdos e quando levados ao abate, estes animais podem passar
despercebidos pelo Servigo de Inspecao Veterinaria (ELLIS, 1999).

A Leptospira spp se caracteriza pela persisténcia nos rins sendo eliminada pela urina
por varios meses apos a infeccdo (FAINE, 1982), assumindo importancia em saude publica.
As lesdes macroscopicas nos rins, conhecidas como “white spots”, sdo consideradas por
diversos autores como a unica indicagdo de leptospirose em suinos, aparentemente sadios,
abatidos em frigorifico (HUNTER et al, 1987, BAKER et al., 1989). Estas lesoes
apresentam-se como focos branco-acizentados de um a trés milimetros de didmetro,
predominantemente corticais (OLIVEIRA, 1988) e provocam alteragdes caracterizadas como
nefrites intersticiais focais ou difusas (MAXIE & PRESCOTT, 1993).

Entre as varias provas de diagndstico da leptospirose suina, a soroaglutinagdo
microscopica (SAM) é método mais utilizado mundialmente e recomendado pela Organizacao
Mundial de Saude (FAINE et al., 1999). As alteragdes decorrentes da presenca das leptospiras
em tecidos de eleicdo do agente como os rins, podem ser visualizadas pelo exame
histopatologico. O objetivo deste trabalho foi associar a leptospirose em suinos aparentemente

sadios, abatidos em frigorifico com as lesdes renais macroscopicas tipo “white spots”.
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MATERIAL E METODOS

Durante o periodo de margo de 2004 a abril de 2005, foram utilizados materiais
bioldgicos de 240 suinos, aparentemente sadios, com historico sanitario desconhecido,
oriundos de varias propriedades, abatidos em um frigorifico da regido norte do Estado do
Parana, com Servico de Inspeg¢do Federal. Foram coletadas amostras de rim e sangue
intracardiaco de 120 animais com lesdes renais macroscopicas tipo “white spots” (casos) e de
120 sem lesdes renais macroscopicas tipo “white spots” (controles). A visita ao frigorifico foi
realizada uma vez por semana, sendo colhidas no maximo 10 amostras por visita € 0 nimero
de amostras colhidas dependia da casualidade das lesdes. Todos os controles foram colhidos
imediatamente apds a colheita dos casos.

O sangue colhido foi acondicionado em tubos estéreis, identificado com o ntimero da
carcaga, mantido em temperatura ambiente até retracdo do codgulo e o soro armazenado em
duas aliquotas a -20°C até o momento de sua utilizagdo. Para detectar anticorpos contra
Leptospira spp os 240 soros foram submetidos a SAM, utilizando 22 sorovares de referéncia:
Australis, Bratislava, Autumnalis, Butembo, Castellonis, Bataviae, Canicola, Whitcomb,
Cynopteri, Fortbragg, Grippotyphosa, Hebdomadis, Copenhageni, Icterohaemorrhagiae,
Panama, Pomona, Pyrogenes, Hardjo, Wolffi, Shermani, Sentot ¢ Tarassovi e as estirpes
Londrina 4 (LO 4 sorovar Canicola) e Londrina 10 (LO 10 sorovar Icterohaemorrhagiae). As
estirpes LO 4, isolada do figado de suino e a LO 10 isolada da urina de fémea bovina, ambos
animais abatidos em frigorifico do norte do Parand, foram identificadas pelo Royal Tropical
Institute — Amsterda, the Netherland. Todos os sorovares de referéncia e as estirpes LO 4 e
LO 10 foram mantidos a 28°C por 5 a 10 dias em meio EMJH (DIFCO®-USA) modificado

pela adigdo de soro de coelho (ALVES, 1995).
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Os soros foram inicialmente diluidos a 1:50 em tampao PBS. Aliquotas de 50 ul de
cada soro foram pipetadas em cavidades de microplacas acrescentando-se a seguir 50 ul de
cada um dos antigenos nas cavidades correspondentes a cada amostra, obtendo-se assim, uma
dilui¢do de 1:100, considerada o ponte de corte da reagdo. Os soros reagentes na triagem
foram titulados em uma série de dilui¢cdes geométricas de razdo dois. O titulo do soro foi a
reciproca da maior diluicdo que apresenta 50 % de leptospiras aglutinadas (MYERS, 1985).
Todos os soros nao reagentes na dilui¢ao 1:100, foram novamente diluidos a 1:20, 1:40 e 1:80
(CHAPPEL et al., 1992). A leitura foi realizada em microscépio de campo escuro de acordo
com Myers (1985).

As amostras de rim, com e sem lesdes macroscopicas, obtidas de cada animal, durante
a evisceragdo, na linha de abate, foram mantidos imediatamente sob refrigeracdo e
encaminhadas ao laboratorio de Anatomia Patoldgica da Universidade Estadual de Londrina.
Fragmentos de rins foram fixados em solugdo de formalina tamponada a 10% e submetidos a
desidratagdo em solugdes crescentes de alcoois, diafanizagdao em xilol e inclusdo em parafina.
De cada fragmento foram realizados cortes de 5 pm de espessura. Estes cortes foram
submetidos a coloracdo de Hematoxilina-Eosina (HE) (BREHMER et al., 1976) para o
diagnostico histopatologico.

A associacdo da leptospirose com as lesdes macroscépicas tipo “white spots” em rins
de suinos, detectadas pela SAM e histopatologia, foram analisadas através do Teste do Qui-
Quadrado (¥?) ou Exato de Fisher utilizando o programa estatistico Epilnfo, versao 6.04d

(CDC-Atlanta), adotando-se 95% de nivel de confianca.



23

RESULTADOS

Nos soros de 120 animais com lesdes renais macroscopicas tipo “white spots”, foram
encontrados titulos de anticorpos > 100 na SAM em 21 (17,50%) (Tabela 1). Anticorpos
contra o sorovar Icterohaemorrhagiae foram encontrados em 16 (76,19%) animais, seguidos
do sorovar Shermani em trés (14,29%), Autumnalis em um (4,76%) e Castellonis em um
(4,76%). Dos 99 (82,50%) soros nao reagentes na diluicdo 1:100, 36 (36,36%) foram
sororeagentes entre os titulos 20 e 80, sendo detectados anticorpos em 35 (97,22%) contra o
sorovar Icterohaemorrhagiae e em um (2,78%) contra o sorovar Shermani (Tabela 2).

Nos soros de 120 animais sem lesdes renais macroscopicas tipo “white spots”, foram
encontrados titulos de anticorpos > 100 na SAM em 14 (11,66%) (Tabela 1). Anticorpos
contra o sorovar Icterohaemorrhagiae foram encontrados em sete (50,00%) animais, seguidos
do sorovar Shermani em seis (42,86%) e Sentot em um (7,14%). Entre os 106 (88,33%) soros
ndo reagentes na dilui¢do 1:100, 19 (17,92%) foram sororeagentes entre os titulos 20 e 80,
sendo detectados anticorpos em 15 (78,94%) contra o sorovar Icterohaemorrhagiae e em
quatro (21,06%) contra o sorovar Shermani (Tabela 2).

Nao houve associacdo entre a SAM quando foram considerados apenas os animais
com titulos de anticorpos > 100 e as lesdes renais macroscopicas tipo “white spots” (p= 0,27)
(Tabela 1). Foi encontrada associacdo entre a SAM quando considerado o total de animais
com titulo de anticorpos > 20 (p=0,0021) e as lesdes renais macroscopicas tipo “white spots”
(Tabela 2). Suinos com titulos de anticorpos > 20 apresentaram no OR, 2,39 (1,35-4,24) vezes
mais chances de ter lesdes renais tipo “white spots” quando comparado a suinos que nao
apresentaram titulos de anticorpos > 20 na SAM.

Os exames histopatologicos nos 240 suinos mostraram alteracdes nos cortes

histologicos do rim em 118 (98,33%) animais provenientes do grupo com lesdes renais
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macroscopicas tipo “white spots” e em 84 (70,00%) animais provenientes do grupo sem
lesdes renais macroscopicas tipo “white spots” (Tabela 3).

As alteragdes teciduais observadas nos rins foram: infiltrados inflamatorios
intersticiais de células linfocitarias e plasmocitarias, focais e difusas e focos de fibrose da
por¢ao cortical renal. Verificou-se ainda que os tibulos e glomérulos associados a estas lesdes
estavam frequentemente distorcidos, espessados, caracterizando a nefrite intersticial. Outras
alteracdes histoldgicas também foram observadas como congestdo, presenca de focos
hemorragicos, infarto renal, necrose tubular focal e degeneracao vacuolar do epitélio tubular.

Foi verificada a associagdo entre a histopatologia e as lesdes renais macroscopicas tipo
“white spots” (p=0,0001).

Dos 120 suinos provenientes do grupo com lesdes renais macroscépicas tipo “white
spots”, 57 (47,50%) apresentaram alteracdes histoldgicas nos cortes de rins e foram
sororeagentes entre os titulos de anticorpos > 20 na SAM, enquanto em 61 (50,83%) suinos
foram detectadas alteragdes histoldgicas nos cortes de rins, mas ndo foram sororeagentes entre
os titulos de anticorpos > 20 na SAM (Tabela 4).

Dos 120 suinos provenientes do grupo sem lesdes renais macroscopicas tipo “white
spots”, 33 (27,50%) apresentaram alteragdes histologicas nos cortes de rins e foram
sororeagentes entre os titulos de anticorpos > 20 na SAM, enquanto em 51 (42,50%) suinos
foram detectadas alteracdes histologicas nos cortes de rins, mas ndo foram sororeagentes

entre os titulos de anticorpos > 20 na SAM (Tabela 5).
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DISCUSSAO

Neste trabalho, 21 soros de animais provenientes do grupo com lesdes renais
macroscopicas tipo “white spots” apresentaram titulos de anticorpos >100 na SAM. Dos 99
soros ndo reagentes na diluicdo 1:100  provenientes do grupo com lesdes renais
macroscopicas tipo “white spots”, 36 foram sororeagentes, quando diluidos a 1:20, 1:40 e
1:80. Freitas (2006)' relatou o isolamento de uma estirpe de leptospira a partir de uma fémea
suina, considerada negativa na dilui¢ao 1:100 na SAM. Resultados semelhantes foram obtidos
por Ellis et al. (1986), que isolaram leptospira de uma porca, também considerada negativa na
dilui¢do 1:100 na SAM, 147 dias ap6s a ocorréncia do aborto. Os resultados soroldgicos
encontrados nos animais com titulos menores que 100 estdo de acordo com Delben et al.
(2002) e Ellis et al. (1986) que sugeriram que suinos infectados por leptospiras podem
apresentar-se negativos na SAM quando considerado os titulos de anticorpos > 100.

Dos soros dos animais provenientes do grupo sem lesdes renais macroscopicas tipo
“white spots”, 14 apresentaram titulos de anticorpos > 100 na SAM. Dos 106 soros nao
reagentes na diluicdo 1:100 provenientes do grupo sem lesdes renais macroscdpicas tipo
“white spots”, 19 foram sororeagentes, quando diluidos a 1:20, 1:40 e 1:80. Titulos baixos de
anticorpos contra Leptospira spp encontrados na SAM podem ser resultantes de infecgdo
recente, sem a colonizagdo renal (CHAPPEL et al., 1992) ou ser provenientes de contato, sem
a evolugdo da infeccdo ou da doenga (BOLIN, 1996).

Em 75 suinos sororeagentes na SAM foram detectados anticorpos contra o sorovar

Icterohaemorrhagiae. Resultados semelhantes foram obtidos por Delben et al. (2002), contra o

1 — Comunicagdo pessoal
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sorovar Icterohaemorrhagiae em suinos destinados ao abate. Em 75 suinos sororeagentes na
SAM foram detectados anticorpos contra o sorovar Icterohaemorrhagiae. Resultados
semelhantes foram obtidos por Delben et al. (2002), Shimabukuro et al. (2003) que também
encontraram uma maior freqiiéncia de anticorpos contra o sorovar Icterohaemorrhagiae em
suinos destinados ao abate, respectivamente do norte do Parand e do Estado de Sao Paulo.
Favero (2002) sugere que a evolucdo da suinocultura nacional, observada nos ultimos anos,
deve ter modificado o perfil sorologico das granjas, na qual o sorovar Pomona
tradicionalmente mantido pelos proprio s suinos, estd sendo substituido pelo sorovar
Icterohaemorrhagiae. Faine (1982) considera que este sorovar apresenta uma associagdo com
roedores sinantropicos e dessa maneira deve haver a implantagdo de procedimentos
destinados ao controle destes reservatdrios como parte do manejo das criagdes.

Segundo Ellis (1999), as lesdes macroscopicas na fase cronica da leptospirose suina
estdo confinadas nos rins e consistem de focos branco-acinzentados predominantemente
corticais, conhecidas como “white spots”. Microscopicamente, estas lesdes sdo consideradas
nefrites intersticiais, caracterizadas pelo acumulo de células inflamatérias (DROLET et al.,
2002). Entre os varios microorganismos responsaveis pela nefrite intersticial em suinos
(CHAPPEL et al., 1992; DROLET et al., 2002; BOQVIST et al., 2003), a Leptospira spp tem
sido considerado um dos principais agentes causadores desta lesio (MICHINA &
CAMPBELL, 1969; JONES et al., 1987, BAKER et al., 1989; MAXIE & PRESCOTT,
1993). Estas lesdes tém sido encontradas em suinos aparentemente sadios, abatidos em
frigorifico (MAXIE & PRESCOTT, 1993). Neste trabalho, foi encontrada associagdo
(p=0,0001) entre as alteracdes teciduais caracterizadas como nefrite, no exame
histopatologico do rim de 118 suinos e as lesdes macroscopicas tipo “white spots”. Drolet et
al. (2002) e Martinez et al. (2005) pesquisando suinos aparentemente sadios também

demonstraram a mesma associagdo. No presente estudo, ndo foi encontrado associagdo (p=
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0,27) entre as alteragdes macroscopicas tipo “white spots” e a SAM considerando os 21 soros
com titulos de anticorpos > 100. Boqvist et al. (2002) ndo encontraram associa¢do entre
titulos de anticorpos contra Leptospira spp e as lesdes renais macroscopicas tipo “white spots”
em suinos abatidos em frigorifico sugerindo que estas lesdes podem ocorrer em suinos
infectados mesmo quando os titulos de anticorpos estiverem abaixo do ponto de corte.

Delben et al. (2002) demonstraram uma relag@o entre suinos com titulos de anticorpos
> 20 e a presenga de alteragdes teciduais, compativeis com a infecgdo por Leptospira spp.
Essa mesma associagdo (p=0,0021) foi encontrada neste trabalho entre as alteragdes

macroscopicas tipo”’white spots” e a SAM considerando os titulos de anticorpos > 20.
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CONCLUSAO

Estudando suinos aparentemente sadios, abatidos em frigorifico:

Foi encontrada uma maior freqiiéncia de anticorpos contra o sorovar
Icterohaemorrhagiae nos animais sororeagentes.

Foi demonstrada associagdo entre as alteragdes teciduais caracterizadas como nefrite e
as lesdes macroscopicas tipo “white spots”.

Foi também demonstrada a associa¢dao entre a SAM, quando considerado o total de
animais com titulos de anticorpos > 20 (p=0,0021) e as lesdes renais macroscopicas tipo
“white spots”.

Nao foi verificada associacdo entre a SAM quando considerado apenas os animais

com titulos de anticorpos > 100 (p= 0,27) ¢ as lesdes renais macroscdpicas tipo “white spots”.
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Tabela 1: Resultados da prova de soroaglutinagdo microscopica considerando os titulos de
anticorpos > 100 e entre os titulos 20 e 80, em 240 suinos aparentemente sadios, sendo 120
provenientes do grupo com lesao renal macroscépica tipo “white spots” e 120 provenientes do

grupo sem lesdo, abatidos em frigorifico da regido norte do Estado do Parana, 2006.

*Titulo > 100 20 > * Titulo < 80
Lesao renal macr0506pica Reagente Nao reagente Total Reagente Nao reagente Total
n° (%) n° (%) N° (%) n° (%) n° (%) n° (%)
Com lesdo 21(17,50) 99 (82,50) 120 (100) 36 (36,36) 63 (63,64) 99 (100)
Sem lesdo 14 (11,67) 106 (88,33) 120 (100) 19 (17,92) 87 (82,08) 106 (100)

* prova de soroaglutinagdo microscopica

Resultado do teste do Qui-Quadrado (?) considerando os 21 animais provenientes do grupo com lesao com titulos de
anticorpos > 100

x> =120

p= 02724

Tabela 2: Resultados da prova de soroaglutinagdo microscopica considerando os titulos de
anticorpos > 20 em 240 suinos aparentemente sadios, sendo 120 provenientes do grupo com
lesdo renal macroscépica tipo “white spots” e 120 provenientes do grupo sem lesdo, abatidos

em frigorifico da regido norte do Estado do Parand, 2006.

*Titulo > 20
Lesao renal
macroscopica Reagente Nao reagente Total
n° (%) n° (%) n° (%)
Com lesao 57 (47,50) 63 (52,50) 120 (100,00)
Sem lesdo 33 (27,50) 87 (72,50) 120 (100,00)

* prova de soroaglutinacdo microscopica
x> =9,40
p=0,0021
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Tabela 3: Resultados dos exames histopatologicos (HE) em 240 suinos, aparentemente
sadios, sendo 120 provenientes do grupo com lesdo renal macroscopica tipo “white spots” e
120 provenientes do grupo sem lesdo, abatidos em frigorifico da regido norte do Estado do

Parana, 2006.

Histopatologia
Lesdo renal .
o Presenca de alteracao Auséncia de alteracao Total
macroscopica histologica histologica
n° (%) n° (%) n° (%)
Com lesdo 118 (98,33) 02 (1,67) 120 (100,00)
Sem lesdo 84 (70,00) 36 (30,00) 120 (100,00)

w2 = 34,05
p = 0,0001
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Tabela 4: Resultados dos exames histopatologicos (HE) e prova de soroaglutinagdo

microscopica (SAM), considerando reagentes os titulos de anticorpos > 20 em 120 suinos,

aparentemente sadios, com lesdes renais macroscopicas tipo “white spots”, abatidos em

frigorifico da regido norte do Estado do Parand, 2006.

Histopatologia
, . Presenga de alteragdo Auséncia de alteragao Total
Exame sorologico SR .
Histologica histologica
n° (%) n° (%) n° (%)

SAM + 57 (47,50) 0 (0) 57 (47,50)
SAM - 61 (50,83) 02 (1,67) 63 (52,50)
Total 118 (98,33) 02 (1,67) 120 (100,00)

Teste Exato de Fisher p =0,4970

Tabela 5: Resultados dos exames histopatologicos (HE) e prova de soroaglutinagdo

microscopica (SAM), considerando reagentes os titulos de anticorpos > 20 em 120 suinos,

aparentemente sadios, sem lesdes renais macroscopicas tipo “white spots”, abatidos em

frigorifico da regido norte do Estado do Parand, 2006.

Histopatologia

Auséncia de alteracdo

Exame sorolégico Preseﬁ?sioizgilézragao histologica Total
n° (%) n° (%) n° (%)
SAM + 33 (27,50) 0 0) 33 (27,50)
SAM - 51 (42,50) 36 (30,00) 87 (72,50)
Total 84 (70,00) 36 (30,00) 120 (100,00)
x*=17,59

p=0,0001
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4 CONCLUSAO GERAL

Os resultados deste trabalho indicam que em suinos aparentemente sadios,
com titulos > 20 na prova de soroaglutinagdo microscopica, a Leptospira spp pode ser
considerada um dos microorganismos responsaveis pelas lesdes renais macroscopicas tipo

“white spots”
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