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Associacao entre as lesoes renais microscopicas e a presenca de
anticorpos contra Leptospira spp em suinos aparentemente sadios,
abatidos em frigorifico da regiao norte do estado do Parana

Association between microscopic kidney’s lesions and presence
of antibodies against Leptospira spp in apparently healthy swine,
originated from slaughterhouse in northern Parana state

Vanessa Yumi Hashimoto'; Eleine Kuroki Anzai'; Bruna Azevedo de Carvalho
Lima'; Francielle Gibson da Silva'; Lucimara Aparecida Alves';
Roberta Lemos Freire?; Paulo Sérgio Teles®; Jodo Luis Garcia?;

Ernst Eckehardt Miiller?; Julio César de Freitas**

Resumo

O objetivo deste trabalho foi demonstrar a associa¢@o entre lesdes renais microscopicas e a presenga
de anticorpos contra Leptospira spp em suinos aparentemente sadios, abatidos em frigorifico da regido
norte do Estado do Parana. Foram colhidas amostras de rim e codgulo sanguineo de 120 animais com
lesdes renais macroscopicas tipo white spots e de 120 sem lesdes renais macroscopicas tipo white
spots, utilizados como controle. As amostras de soro foram submetidas a prova de soroaglutinagao
microscopica (SAM) e as amostras de rim, ao exame histopatologico corado pela Hematoxilina-Eosina
(HE). Embora nenhuma associag¢ao (p=0,27) entre as lesdes renais macroscopicas tipo white spots ¢
a presenga de anticorpos contra Leptospira spp tenha sido observada, verificou-se uma significativa
associagao (p=0,015) entre a nefrite intersticial e a soropositividade para leptospirose.
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Abstract

The aim of this work was to demonstrate the association between microscopic kidney’s lesions and
presence of antibodies against Leptospira spp in apparently healthy swine from slaughterhouses located
in northern Parand State. Samples of kidney and blood coagulum were collected from 120 animals with
macroscopic kidney’s lesions type white spots and from120 animals without macroscopic lesions, used
as control. Samples of serum, were submitted to microscopic agglutination test (MAT) and samples
of kidney for histopathological evaluation stained with Hematoxylin and Eosin (HE). Although no
association (p=0,27) between macroscopic kidney’s lesions type white spots and presence of antibodies
against Leptospira spp has been observed, there was a significant association (p=0,015) between
interstitial nephritis and seropositivity to leptospirosis.
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Introducao

Apesar da leptospirose em suinos ser reconhecida

mundialmente pelos transtornos na esfera
reprodutiva (OLIVEIRA,

quando infectados por leptospiras durante a fase de

1994), estes animais

terminacdo sdo considerados freqlientemente como
portadores sdos e quando levados ao abate, podem
passar despercebidos pelo Servigo de Inspecdo
Veterinaria (ELLIS, 1999).

Leptospiraspp se caracterizapela persisténcianos
rins sendo eliminada pela urina por varios meses apos
a infec¢ao (FAINE, 1982), assumindo importancia
em satde publica. As alteracSes histologicas
em rins infectados por leptospiras mostram um
quadro variado de lesdes, predominando as nefrites
intersticiais. As lesdes macroscopicas da nefrite
intersticial, conhecidascomowhitespots apresentam-
se como focos branco-acinzentados de um a trés
milimetros de  didmetro, predominantemente
corticais (OLIVEIRA,1988) e segundo Drolet et
al (2002) estas lesdes sdao consideradas uma das
principais causas de condenagdo de rins de suinos
em frigorificos. Varios estudos t€m sido realizados
para esclarecer a etiologia da nefrite intersticial
em suinos, aparentemente sadios, abatidos em
frigorifico (HUNTER 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 apontada como um dos principais agentes
causadores destas lesdoes (JONES et al., 1987). As
alteracdes decorrentes da presenga das leptospiras
em tecidos de elei¢do do agente como os rins, podem
ser visualizadas pelo exame histopatologico corado
pelo HE. Entre as varias provas de diagnostico da
leptospirose suina, a soroaglutinagdo microscopica
(SAM) ¢é método mais utilizado mundialmente e
recomendado pela Organizacdo Mundial de Saude
(FAINE et al., 1999). O objetivo deste trabalho
foi demonstrar a associagdo entre as lesdes renais
microscopicas ¢ a presen¢a de anticorpos contra
Leptospira spp em suinos aparentemente sadios,

abatidos em frigorifico com Servico de Inspegdo
Federal da regido norte do Estado do Parana.

Material e Métodos

Durante o periodo de margo de 2004 a abril de
2005, foram obtidos materiais biologicos de 240
suinos, aparentemente sadios, com historico sanitario
desconhecido, oriundos de varias propriedades,
abatidos em frigorifico com Servico de Inspegdo
Federal da regido norte do Estado do Parana. Foram
colhidas amostras de rim e coagulo sanguineo de 120
animais com lesdes renais macroscopicas tipo white
spots e de 120 sem lesdes renais macroscopicas tipo
white spots, utilizados como controle. As visitas ao
frigorifico foram realizadas semanalmente, quando
eram colhidas até 10 amostras, dependendo da
casualidade das lesoes.

As amostras de coagulos sanguineos, obtidas
apods a colheita dos respectivos rins, durante a linha
de abate, foram acondicionadas imediatamente
em frascos estéreis e identificados com o numero
da carcaca. Os frascos foram mantidos em
temperatura ambiente e apds a obten¢dao do soro,
divididos em duas aliquotas e armazenados 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, Hardjo, Wolffi,
Shermani, Sentot e Tarassovi. Todos os sorovares
de referéncia foram mantidos a 28°C por 5 a 10 dias
em meio EMJH (DIFCO®-USA) modificado pela
adi¢do de soro de coelho (ALVES, 1995).

Pomona, Pyrogenes,

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 pl de cada um dos
antigenos nas cavidades correspondentes a cada
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amostra, obtendo-se assim, a dilui¢ao final de 1:100.
Os soros reagentes na triagem foram titulados em
uma série de diluigdes geométricas de razao dois. O
titulo do soro foi a reciproca da maior diluicdo que
apresentou 50% de leptospiras aglutinadas (FAINE
etal., 1999). A leitura foi realizada pela microscopia
de campo escuro de acordo com Myers (1985).
A andlise dos resultados considerou como mais
provavel o sorovar que apresentou o maior titulo.

As amostras de rim obtidas de cada animal, na
linha de abate, foram acondicionadas imediatamente
sob refrigeracdo em caixas térmicas por no maximo
trés horas. Fragmentos de areas com lesao tipo white
spots (caso) e fragmentos aparentemente normais
(controle), foram fixados em solugdo de formalina
tamponada a 10% e submetidos a desidratacdo em
solugdes crescentes de alcoois, diafanizacdo em
xilol e inclusdo em parafina. De cada fragmento
foram realizados cortes de 5 um de espessura. Estes
cortes foram submetidos a coloracdo de HE para o
diagndstico histopatologico (BREHMER, 1976).

A associagao entre os suinos reagentes na SAM e
as alterag¢des renais macroscopicas e microscopicas
foi analisada através do Teste do Qui-Quadrado (?)
ou Exato de Fisher utilizando o programa estatistico

Epilnfo, versao 6.04d (CDC-Atlanta), adotando-se
como significativo um p < 0,05.

Resultados e Discussao

Dos 240 soros utilizados, 35 (14,58%) foram
reagentes na SAM com titulos de anticorpos
>100, sendo 21 white spots positivos e 14 white
spots negativos (Tabela 1). Em 23 (65,71%) soros,
foram detectados anticorpos contra o sorovar
Icterohaemorrhagiae. Resultados semelhantes foram
obtidos por Delben et al. (2002) que encontraram
uma maior freqiiéncia (79,16%) de anticorpos
contra o sorovar Icterohaemorrhagiae em suinos
destinados ao abate no norte do Parana. De acordo
com Faine (1982), os roedores sinantropicos sao
considerados os principais reservatorios do sorovar
Icterohaemorrhagiae. Favero et al. (2002) sugerem
que a evolugdo da suinocultura nacional, observada
nos ultimos anos, deve ter modificado o perfil
sorologico das granjas, causando a substituicdo do
sorovar Pomona, tradicionalmente mantido pelos
proprios suinos, pelo sorovar Icterohaemorrhagiae.
Para Faine (1982) ¢ necessario a implantacdo de
procedimentos destinados ao controle dos roedores
sinantropicos como parte do manejo das criagoes.

Tabela 1. Resultados da prova de soroaglutinagdo microscopica (SAM) em 240 suinos, aparentemente sadios, sendo
120 do grupo white spots positivo e 120 do grupo white spots negativo, abatidos em frigorifico com Servigo de
Inspecdo Federal da regido norte do Estado do Parana, 2004 a 2005.

Lesao renal macroscdpica Reagente* Nao reagente Total

n° (%) n® (%) n® (%)
white spots positivo 21 (8,75) 99  (41,25) 120 (50,00)
white spots negativo 14 (5,83) 106 (44,17) 120 (50,00)
Total 35 (14,58) 205 (85,42) 240 (100,00)

* titulo > 100; p=0,27
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Neste trabalho, ndao foi demonstrada associagdo
(p=0,27) entre as lesdes renais macroscopicas
tipo white spots e a presenca de anticorpos contra
Leptospira spp nos animais estudados (Tabela
1). De acordo com Faine et al. (1999), o rim ¢
considerado um dos principais locais de persisténcia
de leptospiras em suinos e pode ndo apresentar lesao
macroscépica quando infectado. Apesar de Hunter
et al. (1987) e Baker et al. (1989) considerarem as
lesdes macroscopicas renais tipo white spots a inica
indicagdo de leptospirose em suinos, aparentemente
sadios, abatidos em frigorifico, Chappel et al.
(1992) demonstraram que nem todos os suinos
infectados experimentalmente por Leptospira spp
desenvolveram lesdes white spots até trés semanas
pos infeccao. Boqvist et al. (2003) ndo consideraram
estetipo de lesdo como umbom indicador dainfec¢ao

por leptospiras, pois 62% dos rins de suinos white
spots negativos apresentaram-se infectados quando
submetidos a prova de imunofluorescéncia.

Nos rins de 120 (100%) animais white spots
positivos e nos rins de 84 (70%) white spots
negativos, foramencontradasalteragdes histologicas,
caracterizadas infiltrados
intersticiais de células linfocitarias e plasmocitarias,
focais e difusas e focos de fibrose da porgao cortical
renal (Tabela 2). Os tiibulos e glomérulos dos rins
com as alteragdes teciduais estavam frequentemente
distorcidos, espessados, caracterizando a nefrite
intersticial. Os rins destes 204 animais apresentaram

como: inflamatorios

as mesmas alteragdes histologicas, diferenciadas
somente quanto a intensidade dos infiltrados
inflamatorios.

Tabela 2. Resultados dos exames histopatoldgicos corados por Hematoxilina-Eosina (HE) e prova de soroaglutinagio
microscopica (SAM) em 240 suinos, aparentemente sadios, sendo 120 do grupo white spots positivo e 120 do grupo
white spots negativo, abatidos em frigorifico com Servi¢o de Inspecdo Federal da regido norte do Estado do Parana,

2004 a 2005.
SAM
Lesdo renal macroscopica Histopatologia Reagente* Nao reagente Total
n° (%) n° (%) n° (%)
HE + 21 (17,50) 99 (82,50) 120 (100,00)
white spots positivo HE - 0 ) 0 ) 0 0)
Total 21 (17,50) 99 0) 120 (100,00)
HE + 14 (11,67) 70 (58,33) 84 (70,00)
white spots negativo HE - 0 0) 36 (30,00) 36 (30,00)
Total 14 (11,67) 106 (88,33) 120 (100,00)

* Titulo > 100
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Nos rins dos 35 (14,58%) animais reagentes na
SAM, foram encontradas, alteracdes histoldgicas
caracterizadas Estas
alteracdes teciduais estao de acordo com Baker et al.
(1989), que as descreveram em suinos reagentes para
o sorovar Icterohaemorrhagiae. No presente estudo,
foi encontrada associacao (p=0,015) entre a nefrite
intersticial e a soropositividade na SAM (Tabela 3).
Delben et al. (2002) também demonstraram uma
relacdo entre suinos com titulos de anticorpos anti-
leptospiras e a presenga de alteragdes teciduais,

como nefrite intersticial.

compativeis com a infecgdo por Leptospira spp. E
provavel que os 14 animais reagents na SAM, com

nefrite intersticial, do grupo white spots negativo,
tenham se infectado recentemente e estavam na
fase aguda da infec¢do, concordando com Hunter
et al (1987) que afirmaram que animais nesta fase
da infeccdo apresentam alteragdes histologicas,
como nefrite intersticial, sem as lesdes white spots.
A nefrite intersticial detectada nos demais animais
ndo reagentes na SAM (99 white spots positivos
e 70 white spots negativos) pode ter sido causada
por outros microrganismos além da Leptospira spp
como demonstrado por Drolet e Dee (1999) e por
Martinez et al. (2005), que relacionaram esta lesdo
a outras etiologias.

Tabela 3. Associagdo dos exames histopatologicos corados pela Hematoxilina-Eosina com a prova de soroaglutinagdo
microscopica (SAM) em 240 suinos, aparentemente sadios, abatidos em frigorifico com Servigo de Inspecdo Federal

da regido norte do Estado do Parana, 2004 a 2005.

Histopatologia Reagente* Nao reagente Total
n° (%) n° (%) n° (%)
HE + 35 (14,58) 169 (70,42) 204 (85,00)
HE - 0 (0) 36 (15,00) 36 (15,00)
Total 35 (14,58) 205 (85,42) 240 (100,00)
* Titulo > 100; p= 0,015
O presente trabalho demonstrou que a associagdo  Referéncias

entre as lesdes renais macroscopicas tipo white
spots e a presenca de anticorpos contra Leptospira
spp nos suinos estudados nao foi significativa.
Porém, os animais com lesoes de nefrite intersticial
apresentaram associacdo com a soropositividade
na SAM. Outro fator importante foi o fato de todos
0s animais que nao apresentaram lesdes de nefrite
intersticial foram negativos na SAM.
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