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RESUMO

Este trabalho foi realizado em suinos abatidos no Municipio de Patos, Estado da Paraiba, Bra-
sil, com o objetivo de determinar a frequéncia de anticorpos anti-Leptospira spp., comparando os
achados soroldgicos com exames histopatolégicos de rim, figado, ovério e titero. A soroaglutinagao
microscépica foi realizada em 126 animais. Os exames histopatolégicos realizados em cortes de
figado, rim, ovario e ttero, corados pela hematoxilina-eosina (HE), foram realizados em 20 ani-
mais escolhidos aleatoriamente, sendo 10 do grupo com titulos > 100 e 10 do grupo com titulos <
100. Paralelamente, foi realizada pesquisa direta de leptospiras pela técnica de Warthin-Starry em
amostras de rim de todos os animais soropositivos e nos 10 animais soronegativos submetidos a
HE. Dos 126 animais examinados, 18 (14,6 %) foram soropositivos, com predominancia de reagoes
para o sorovar Autumnalis (11 animais; 8,73 %). Quatro animais soropositivos e dois animais soro-
negativos apresentaram infiltrado inflamatdrio e necrose de graus variados em um dos rins e no
figado. Os ovarios e titeros examinados ndo apresentaram leses. A pesquisa direta de leptospiras
pela técnica de Warthin-Starry ndo revelou animais positivos em nenhuma amostra testada. Em
face da soropositividade encontrada (14,6%), sugere-se a importancia da conscientizacdo por parte
dos produtores acerca da implantacao de medidas de prevencao adequadas com o objetivo de
impedir, ou pelo menos diminuir, a disseminagao das leptospiras em suinos e, consequentemente,
bloquear a possivel transmissdo do agente para os seres humanos.

PALAVRAS-CHAVE: Leptospirose suina, soroaglutinagao microscépica, exames histopatoldgicos,
Warthin-Starry.

ABSTRACT

INTERRELATION BETWEEN FREQUENCY OF ANTI-LEPTOSPIRA SPP. ANTIBODIES
AND FINDINGS OF HISTOPATHOLOGICAL EXAMINATIONS (HEMATOXYLIN-EOSIN
AND WARTHIN-STARRY) IN PIGS SLAUGHTERED IN THE SEMIARID OF PARAIBA STATE,
NORTHEASTERN BRAZIL. This work was conducted in slaughtered pigs in Patos County,
Paraiba State, Brazil, with the aim to determine the frequency of anti-leptospira antibodies and to
compare the serological findings with the histopathological findings of kidney, liver, ovary and
uterus. The microscopic agglutination test (MAT) was performed on 126 animals. The histopathological
examination performed insections of livers, kidneys, ovaries and uteruses stained with hematoxylin-
eosin (HE) was conducted in 20 randomly chosen animals (10 from group with serological titer
> 100 and 10 from group < 100). Parallel to this, a direct search for leptospires was carried out
by Warthin-Starry technique in kidney samples from all seropositive animals and in the 10 seronegative
animals submitted to HE. In the 126 animals examined, 18 (14.6%) were seropositive, with
prevalence of reactions to Autumnalis serovar (11 animals; 8.73%). Four seropositive and two
seronegative animals showed different degrees of inflammatory infiltrate and necrosis in liver or
kidney. The ovaries and uterus no showed lesions. Direct analysis of leptospires by the Warthin-
Starry technique did not reveal positive animals in any sample tested. The rate of seropositivity
found (14.6%) suggests the importance of awareness by producers about the implementation of
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preventive measures aimed at preventing, or at least reducing the spread of leptospiras in pigs
and thereby blocking the possible transmission of the agent to humans.

KEY WORDS: Swine leptospirosis, microscopic agglutination, histopathological examination,

Warthin-Starry.

INTRODUCAO

A leptospirose ¢ uma das mais importantes
zoonoses de ocorréncia mundial, de curso agudo ou
crdnico, que acomete os animais domésticos, silves-
trese o homem. Desta maneira, assume consideravel
importancia como problema econémico e de satide
publica (FaINEetal., 1999; MaiLLoux, 2001). A infecgdo
é causada por diferentes sorovares de espiroquetas
morfologicamente e fisiologicamente semelhantes,
porém, antigénica e epidemiologicamente distintas,
onde todas pertencem ao género Leptospira spp., e
sdo encontradas em quase todos os paises (BLAHA,
1995; LereBVRE, 2004).

Ossuinossao suscetiveisa varios sorovares, sendo
considerados hospedeiros mantenedores dos soro-
vares Pomona, Bratislava e Tarassovi, e hospedeiros
acidentais dos sorovares Icterohaemorrhagiae, Ca-
nicola, Autumnalis, Hardjo e Grippotyphosa (FAINE,
1982; Evruis, 1992; Evris, 2006). Quando os suinos
comportam-se como hospedeiros de manutencao,
ha uma adaptacdo hospedeiro-parasita onde as lep-
tospiras sdo mantidas no trato urindrio por longos
periodos, sendo eliminadas pela urina em condigdes
deviabilidade parainfectar outros animais (OLIVEIRA,
1999). Os sorovares Pomona, Icterohaemorrhagiae,
Tarassovi, Canicola, Gryppotyphosa e Bratislava
sdo os mais frequentemente encontrados infectando
e causando a doenga nos suinos. Dentre esses, os
quatro primeiros ja foram isolados de suinos no
Brasil (SoBESTIANSKY et al., 1999). Em suinos, a infecgdo
é uma importante causa de perdas econdmicas
por distirbios reprodutivos em todas as partes do
mundo, principalmente para o sistema de criagdo
industrial praticado em paises do hemisfério norte,
Austrélia, Nova Zelandia, Argentina e Brasil. Por
vezes 0 agente estd associado com a forma clinica da
doenga, no entanto, evidéncias soroldgicas ratificam
um estado subclinico apds exposigdo a infecgao (EL-
Lis, 2006; JacksoN; Cockcrorr, 2007).

Inquéritos sorolégicos realizados por LARSSON et
al. (1984) em 500 suinos abatidos nos estados de Sao
Paulo, Parana e Santa Catarina evidenciaram 8,40%
de animais soropositivos. No Rio Grande do Sul, o
sorovar Pomonaja foiisolado de fetosabortadosede
portadores sadios abatidos em frigorifico (OLIVEIRA,
1988). Faria et al. (1989) revelaram frequéncia de
7,70% de animais soropositivos em 610 matrizes
provenientes de 63 granjas tecnificadas das micror-
regides de Vicosa e Ponte Nova, no Estado de Minas
Gerais. SHIMABUKURO et al. (2003) consideraram maior

importancia epidemiolégica no Brasil para os soro-
vares Icterohaemorrhagiae, Autumnalis, Djasiman
e Hebdomadis. No Estado de Sao Paulo, AZEVEDO et
al. (2006), em uma granja de suinos com 164 fémeas,
encontraram 16,5% soropositivas para pelo menos
um sorovar de uma cole¢do de 24 testados, e os
mais frequentes foram Hardjo (Hardjobovis), com
54,2% dos animais sororreagentes. Outros sorova-
res reagentes e suas respectivas frequéncias foram
Shermani (16,6%), Bratislava (12,5%), Autumnalis
(12,5%) e Icterohaemorrhagiae (4,2%).

Em suinos, uma das principais causas de con-
denacdo de rins em frigorificos inclui lesdes carac-
terizadas por focos branco-acinzentados de um a
3 mm de didmetro, predominantemente corticais
(Droter et al., 2002; HasHivoToO et al., 2008). Essas
lesdes refletem os quadros de nefrite intersticial
comumente encontrados em animais infectados por
leptospiras (WANG et al., 1999; DELBEM et al., 2002),
no entanto, CHAPPEL et al. (1992) verificaram que
7,5% dos suinos examinados ndo apresentaram tais
alteracdes e estavaminfectados, sugerindo queessas
lesdes ndo sdo indicadores adequados de infecgao
por Leptospira spp.

Este trabalho teve como objetivos determinar
a frequéncia de anticorpos anti-Leptospira spp. em
suinos abatidos no Municipio de Patos, Estado da
Paraiba, Brasil e realizar exames histopatolégicos,
com o propésito de avaliar a ocorréncia de lesdes
renais, hepaticas, uterinas e ovarianas associadas a
infecgdo, bem como identificar o agente através da
técnica de pesquisa direta Warthin-Starry.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 126 suinos de ambos os sexos,
adultos, abatidos no matadouro ptublico de Patos,
PB, nos meses de setembro a novembro de 2009.
Amostras de sangue foram colhidas durante a fase
de sangria em tubos de 10 mL, sem anticoagulante,
paraarealizagdo dasorologia. O sangue foi centrifu-
gado a 10.285 x g por 10 minutos para a obtencao
do soro que foi acondicionado em microtubos de
1,5 mL e armazenado a -20° C até o processamento.
O diagnéstico da infecgdo por Leptospira spp. foi
realizadono Laboratério de Doengas Transmissiveis
(LDT)daUniversidade Federal de Campina Grande,
através da técnica da soroaglutinacdo microscopica
(SAM), de acordo com a metodologia descrita por
MvERrs (1985). Foram utilizados como antigenos 24
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sorovares de Leptospira spp., sendo 22 patogénicos e
doissaprofitas, mantidosemmeio de cultura artificial
pelo LDT. Os sorovares de Leptospira spp. utilizados
foram: Leptospira interrogans sorovares Australis,
Bratislava, Autumnalis, Bataviae, Canicola, Sentot,
Grippotyphosa, Hebdomadis, Copenhageni, Po-
mona, Pyrogenes, Wolffi e Hardjo (Hardjoprajitno);
L. borgpetersenii sorovares Castellonis, Whitcombi,
Tarassovi, Javanica e Hardjo (Hardjobovis); L.
kirshneri sorovares Butembo e Cynopteri; L. inadai
sorovar Icterohaemorrhagiae; L. noguchii sorovar
Panama; L. santarosai sorovar Shermani; e L. biflexa
sorovares Andamana e Patoc. A leitura da reac¢ao foi
realizada em microscépio 6ptico (Jena Zeiss) com
condensador de campo escuro (MCE), com objetiva
(Epiplan) 20x/0,2 e ocular de 10 no aumento de 200
vezes, sendo avaliado o grau de aglutinagao. Inicial-
mente, os soros foram diluidos em 1:100 e aqueles
que apresentaram 50% ou mais de aglutinagdo
foram considerados positivos. Posteriormente, os
soros positivos foram diluidos geometricamente
na razdo dois para determinacao do titulo, onde se
considerou como titulo final a reciproca da maior
dilui¢do que apresentou pelo menos 50% de leptos-
piras aglutinadas. Para animais que apresentaram
reacOes para dois ou mais sorovares, considerou-se
0 sorovar com maior titulo.

Duranteaevisceragdo, foram colhidos fragmentos
de rim e figado de todos os animais, e das fémeas
foram coletados também fragmentos de ttero e
ovario. Os fragmentos foram fixados em formol neu-
tro a 10% (formol tamponado) e identificados com
coédigo correspondente a amostra sanguinea de cada
animal para posterior cruzamento com os resultados
da sorologia. A verificagdo da ocorréncia de lesdes
foi realizada por amostragem. Foram formados 2
grupos de 10 animais e sorteados aleatoriamente: A)
animais soropositivos e B) soronegativos na SAM.
Ap6s a fixacdo, as amostras dos dois grupos foram
processadas no Laboratério Patologia Animal do
Hospital Veterindrio da Universidade Federal de

CampinaGrande, onde foram clivadasemaproxima-
damente 0,5cm de espessura eincluidasem parafina.
Cortes de aproximadamente 5 pm foram obtidos em
micrétomo vertical e corados pela hematoxilina-
eosina (HE). Apds o processamento, foi realizada a
leitura daslaminas em microscépio ptico (aumento
de até 400x). Amostras de rim de todos os animais
positivos na sorologia e amostras de rim do grupo
de animais soronegativos, submetidos a HE, fixadas
em formol neutro a 10% e também emblocadas em
parafina, foram enviadas ao Instituto Biolégico, Sdo
Paulo, onde foram submetidas a técnica de Warthin-
Starry para pesquisa direta de deteccdo do agente.
As técnicas HE e Warthin-Starry foram realizadas
segundo os métodos descritos por Torosa et al. (2003)
e YOUNG (1969), respectivamente.

Para a comparagdo da proporcao de sorovares
reagentes foi utilizado o teste do qui-quadrado de
aderéncia, e para a comparagdo da frequéncia de
anticorpos antileptospira com os resultados dos
exames histopatoldgicos foi utilizado o teste do
qui-quadrado (SiEGEL; CASTELLAN JUNIOR, 2006). O
nivel de significAncia adotado foi de 5% e as analises
foram efetuadas com o programa SPSS for Windows
versao 13.0.

RESULTADOS

Das126 amostrassubmetidasaSAM, 18 reagiram
para um ou mais sorovares empregados na dilui-
¢do 1:100, resultando em uma soropositividade de
14,6%. O sorovar mais frequente foi o Autumnalis,
com 11 (8,73%) soros reagentes (p = 0,030). Tam-
bém foram constatadas reagdes sorolégicas para os
sorovares Copenhageni com dois soros reagentes
(1,58%), Sentot, Butembo, Pomona, Tarassovi e
Cynopteri com um sororeagente paracadasorovar,
representando 0,79%. A reacdo que apresentou o
maior titulo (800) ocorreu para o sorovar Autum-
nalis (Tabela 1).

Tabela 1 - Distribui¢do de titulos de anticorpos antileptospiras em suinos soropositivos abatidos no matadouro ptblico
de Patos, Paraiba, segundo os sorovares infectantes, no periodo de setembro a novembro de 2009.

Titulo
Sorovar Total (%)
100 200 400 800
Autumnalis 1 6 3 1 11 (8,73)
Copenhageni 1 1 2 (1,58)
Sentot 1 1(0,79)
Butembo 1 1(0,79)
Pomona 1 1(0,79)
Tarassovi 1 1(0,79)
Cynopteri 1 1(0,79)
Total 3 9 5 1 18 (14,6)
(p =0,030)
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Tabela 2 - Condigao sorolégica em suinos abatidos no matadouro ptblico de Patos, Paraiba, com e sem leses histolégicas
sugestivas de leptospirose, no periodo de setembro a novembro de 2009.

Condicao soroldgica

Lesoes histologicas Soropositivo Soronegativo Total (%)
N % N %
Presentes 4 40,0 2 20,0 6 (30)
Ausentes 6 60,0 8 80,0 14 (70)
Total (%) 10 50,0 10 50,0 100,0
(p=329)

Bowman (cabeca de seta) e infiltrado inflamatério mononuclear com necrose do epitélio tubular (seta) caracteristico da

nefrite intersticial. (HE, obj.20x).

Os exames histopatolégicosrevelaramlesGes nos
grupos positivo e negativo frente a sorologia. No
grupo positivo, entre as 10 amostras examinadas 3
revelaramlesGesrenais e umaapresentou lesao hepa-
tica, totalizando 4 amostras com lesdes. No grupo
negativo, 2amostras apresentaram apenas lesdes em
um dos rins. Ndo foram observadas diferengas sig-
nificativas entre os grupos soropositivo e soronega-
tivo com relagdo a proporcao de lesdes histologicas
(p = 329) (Tabela 2). Nos rins, a principal alteracdo
histolégica observada foi a nefrite intersticial que se
caracterizou por atrofia glomerular, discreto espes-
samento da cdpsula de Bowman com presenga de
material proteindceo eosinofilico granular, infiltrado
inflamatdrio mononuclear com presenca de macrofa-
gos, linfocitos e raros plasmocitos, discreto a mode-
rado, com necrose do epitélio tubular (Fig. 1). No
figado, as alteracoes foram discretas, observando-se
infiltrado inflamatério mononuclear com presenca

demacroéfagos, linfocitos e plasmdcitos, comnecrose
hepatica lobular focalmente localizada. Nenhum
animal apresentou lesio emmais de umérgdo. Todas
as amostras submetidas a técnica Warthin-Starry
foram negativas.

DISCUSSAO

Os resultados da sorologia indicaram que o
provéavel sorovar prevalente em suinos abatidos no
Municipio de Patos, PB, seja Autumnalis. BoQuisr et
al. (2005) também encontraram em suinos de granjas
tecnificadas maior frequéncia deanticorposreagentes
para este sorovar do que para os sorovares Pomona,
Bratislava, Icterohaemorrhagiae e Tarassovi, fre-
quentemente associados com a infec¢gdo em suinos
(MicHNA; CAMPBELL, 1969; SaNTA ROsa et al., 1969/1970;
VaN TiL; Donoo, 1991; OLIVEIRA et al., 1995; LiMa,
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1996; DELBEM et al., 2002). Os resultados sorolégicos
também estdo de acordo com os obtidos por Favero
etal.(2002), que identificaram o sorovar Autumnalis
como de maior ocorréncia em suinos com suspeita
clinica de leptospirose no Estado do Ceara. Em
contrapartida, os resultados sorolégicos contrastam
com os obtidos por Azevepo et al. (2008a) que, ao rea-
lizarem inquérito sorolégico em suinos de abate no
Municipio dePatos, PB, encontraramsoroprevaléncia
de33,6%, sendo o sorovar Pomona o mais frequente,
em 29,0% de reagdes. Essas dissimilaridades podem
serexplicadas pelofato dafrequéncia deapresentagiao
dos diversos sorovares de Leptospira spp. ser depen-
dente da amplitude de deslocamento dos respectivos
hospedeiros preferenciais, bem como da intensidade
e extensdo da producdo animal (BLaHa, 1995). Dessa
forma pode ocorrer substituicao do sorovar Pomona,
tradicionalmente mantido pelos préprios suinos, por
outros sorovares, neste caso o Autumnalis, apesar do
sorovar Icterohaemorrhagiae ser mais frequentemente
referido como sendo o principal na mudanca do
perfil epidemiolégico da leptospirose suina (SANTA
Rosa et al., 1969/1970; CarvALHO et al., 1990; FAVERO
et al., 2002; Ramos; LiLenBaumM, 2002). Sendo o soro-
var Autumnalis ndao adaptado aos suinos, portanto
oriundo de infeccao acidental (ELLis, 1992), os resul-
tados soroldgicos sugerem maior participagdo de
reservatdériosanimais de outras espécies, domésticas
e/ou sinantrépicas, na cadeia epidemioldgica da
leptospirose suina na regido.

Estudos conduzidos em outras espécies animais
abatidas no matadouro publico da Cidade de Pa-
tos também revelaram predominancia de reagdes
sorologicas para o sorovar Autumnalis. AZEVEDO
(comunicagdo pessoal) relatou que, em 100 ovelhas
abatidas no mesmo estabelecimento, ocorreram 9%
de soropositividade para a infecgdo com 44,4% de
frequéncia paraasorovariedade Autumnalis. Hicino
(2010) realizou a sorologia de 80 ovinos abatidos e
obteve7,5% de positividade, com 83,3 % de frequéncia
para a sorovariedade Autumnalis.

A presenca da sorovariedade Autumnalis causa
preocupacdo, pois ndo existe imunidade cruzada
entre as diferentes sorovariedades. As vacinas po-
livalentes disponiveis no mercado sdo compostas
basicamente pelas sorovariedades Icterohaemor-
rhagiae, Canicola, Hardjo, Grippothyphosa, Pomona,
Bratislava e Tarassovi, o que reforca ainda mais
a importancia da pesquisa continuada no desen-
volvimento de novas vacinas antileptospirose mais
efetivas e de imunidade mais duradoura, bem como
anecessidade da inclusdo de novas sorovariedades.

As lesdes renais e hepaticas ocorridas em 4 das
10 amostras com titulos de anticorpos = 100 estu-
dadas sdo sugestivas, porém, ndo patognomonicas,
da infeccdo por Leptospira spp. (BASKERVILLE, 1984;
HansoN; TRIPATHY, 1986; BAKER et al., 1989; DELBEM et

al.,2002). Aslesdes renais observadasno grupo com
titulos de anticorpos < 100 foram similares aquelas
observadas no grupo com titulos de anticorpos =
100. Estes resultados contrastam com os obtidos
por HasHimvoro et al. (2008) que, em suinos abatidos
no Parand, verificaram que animais com lesdes de
nefrite intersticial apresentaram associagdo com a
soropositividadenaSAM, e que todos os animais que
ndo apresentaram lesdes de nefrite intersticial foram
soronegativos. Comondo foiconstatada positividade
na pesquisa direta de detec¢do do agente, naose pode
confirmar que as lesdes observadas em ambos os
grupossdo decorrentes dainfecgdo por Leptospiraspp.
Uma hipétese seria o animal estar infectado, porém
ndo apresentar titulo de anticorpos suficientes para
caracterizar reagdo soroldgica positiva no ponto de
corte estabelecido neste trabalho. Isso pode ocorrer
pelo fato das leptospiras serem antigenos com baixa
imunogenicidade (ArpuINO ef al., 2004). ELLis et al.
(1986) e DELBEM ef al. (2002) sugeriram que suinos
infectados por leptospiras podem apresentar-se
negativos na SAM quando se estabelece o titulo 100
como ponto de corte. FREITAS (comunicagdo pessoal)
relatou o isolamento de uma estirpe de leptospira
a partir de uma fémea suina considerada negativa
na SAM na diluicdo 1:100.

Outra hipétese sobre a ocorréncia das lesdes em
ambos os grupos, reagentes e nao reagentes para
Leptospira spp., reflete a possibilidade de terem sido
causadas por outros micro-organismos, como foi
demonstrado por DrROLET et al. (2002) e por MARTINEZ
et al. (2005).

DELBEM ef al. (2002) examinaram 36 fémeas sui-
nas de descarte, abatidas no Parand, e também nao
observaram lesdes uterinas e ovarianas sugestivas
de leptospirose, o que concorda com os resultados
do presente trabalho. Giro et al. (1998) observaram
32,9% e 50,1% de lesdes renais e reprodutivas, res-
pectivamente, em fémeas positivas frente ao sorovar
Icterohaemorrhagiae.

AzEVEDO et al. (2008b) utilizaram 76 matrizes
suinas de uma granja de ciclo completo do Mu-
nicipio de Ibitina, SP, e verificaram que os sorovares
Bratislava e Hardjobovis foram os mais frequentes.
Verificaram, também, que a infeccao por Leptospira
spp., determinada pela detecgdo de anticorpos, teve
impacto negativo no desempenho reprodutivo das
fémeas suinas, com decréscimo no ntiimero de nas-
cidos e nascidos vivos, baixo peso ao nascimento,
aumento no nascimento de leitdes debilitados e
mortos, dentre outros.

Os resultados negativos observados pela técnica
de Warthin-Starry poderiam ser explicados pela
auséncia de leptospiras nos tecidos confirmando a
hipétese das lesdes terem sido causadas por outros
agentes; ou entdo, pela baixa sensibilidade dessa téc-
nica, a qual é dependente da fase da infecgdo, sendo
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mais sensivel nafaseagudaondeasleptospirasestdo
circulantes; da conservagdo dos tecidos e érgaos e
consequentemente da manutencao da morfologia das
leptospiras e, ainda, pela interferéncia de formagdes
inespecificas decorrentes da prépria técnica (ALVES,
1987; ScaNziaNI et al., 1989; Rapostits et al., 2006;
PEscaDoRr et al., 2004; Hines, 2007).

No presente trabalho, foi constatada soroposi-
tividade de 14,6% para Leptospira spp. em suinos
abatidos no Municipio de Patos, Paraiba, tendo
como principal sorovar reagente o Autumnalis, o
quelevanta preocupagdes do ponto de vista desatide
publica, uma vez que profissionais envolvidos no
manejo e abate, desses animais, estdo expostos ao
risco de infecgdo. Ndo houve diferenga nas frequén-
cias de positividade na SAM em animais com e sem
lesdes histolégicas, sugerindo que a ocorréncia de
lesdes de nefrite intersticial ndo esta atrelada aos
resultados da SAM.

Com base nos resultados, torna-se importante a
conscientizagdo por parte dos produtores acerca da
implantacdo de medidas de prevengdo adequadas
com o objetivo de impedir, ou pelo menos diminuir,
a disseminagdo da leptospirose em suinos e, conse-
quentemente, bloquear a possivel transmissdo do
agente para os seres humanos. E importante também
a conscientizagdo das autoridades sanitarias para a
melhoria e manutencdo de condi¢des basicas de hi-
giene e segurancga durante o abate, bem como para a
pratica constante de medidas deeducagdoemsatide,
comvistasaimpedira possivel transmissdao doagente
para os trabalhadores diretamente envolvidos no
abate de suinos.
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