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RESUMO

As leptospiroses sdo zoonoses cosmopolitas causadas por espiroquetas do género Leptospira. Os
suinos, entre os animais domésticos, tém sido apontados como importantes portadores de leptospiras,
portanto transmitem a doenca ao homem e a outros animais. O estudo objetivou pesquisar
aglutininas antileptospiras em suinos abatidos para o consumo e associar a soropositividade ao
comprometimento hepatico e pulmonar. Foram examinados soros de 150 suinos por meio da
prova de soroaglutinagdo microscopica (SAM). Destes, apenas sete (4,7%) reagiram a um ou mais
sorovares de Leptospira spp. Em virtude da perda de uma amostra soropositiva, para as avaliagdes
histologica e imunoistoquimica foram colhidos fragmentos de pulméo e figado de seis animais
soropositivos e de seis soronegativos. Quanto ao infiltrado inflamatério pulmonar, verificou-se
diferenga entre animais soropositivos e soronegativos, mas nao entre os diversos lobos pulmonares
avaliados. No figado, as lesdes foram mais discretas, mas observou-se diferenga entre os animais
soropositivos e soronegativos. A avaliacdo imunoistoquimica detectou a presenga de antigeno
de Leptospira spp. nos tecidos pulmonar e hepatico tanto nos animais soropositivos quanto nos
soronegativos. Nos pulmdes, o antigeno localizava-se em células fagociticas do septo interalveolar,
endotélio vascular e epitélio alveolar. No figado, estavam presentes nos hepatdcitos, no endotélio
vascular e nas células de Kuppfer. Os resultados permitem concluir que suinos abatidos para o
consumo humano nos municipios de Teresina-PI e Timon-MA estao infectados por Leptospira spp.,
0 que sugere que esses animais podem constituir fonte de infec¢@o para o homem.
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INTRODUCAO

As leptospiroses sdo doengas infectocontagiosas e cosmopolitas (2)
que acometem os animais domésticos, silvestres e 0 homem. Sdo causadas pela
infecgdo por qualquer espécie patogénica de bactérias do género Leptospira
(18). Provocam impacto na satde publica, pois constituem zoonoses associadas
a catastrofes ambientais, como enchentes e alagamentos das cidades, e sdo
enfermidades de elevado custo, especialmente pelos gastos com o tratamento dos
seres humanos (4). Sdo doencas de risco ocupacional, uma vez que atingem varias
categorias profissionais, como médicos veterinarios, trabalhadores de abatedouros
e de saneamento publico e tratadores de animais (6, 28). Além disso, t€ém impacto
econdmico na criagdo de animais de produgdo, como bovinos, ovinos, caprinos,
suinos e equinos, porque a infecgdo pode causar sérios problemas reprodutivos
nestas espécies (4).

Entre os animais domésticos, os suinos tém sido apontados como um
dos principais portadores de leptospiroses, sendo, portanto, responsaveis por
ocorréncias epidémicas no homem e em outras espécies domésticas (27). No Brasil,
a infecgdo ja foi registrada nos estados de Sao Paulo, Rio Grande do Sul, Parana,
Santa Catarina, Minas Gerais, Goias, Rio de Janeiro, Ceara, Pernambuco e Piaui
(12, 31). Entre os sorovares de leptospiras que mais frequentemente infectam e
causam a doencga nesses animais, destacam-se: Pomona, Icterohaemorrhagiae,
Tarassovi, Canicola, Gryppotyphosa, Bratislava € Muenchen; os quatro primeiros
ja foram isolados de suinos no Brasil (30).

A Organizacdo Mundial da Satide Animal classifica a leptospirose suina
como uma doenga de notificagdo obrigatoria comum a varias espécies (22), grupo
ao qual pertencem as doengas transmissiveis de grande importincia do ponto de
vista socioecondmico e/ou sanitario, com consideravel repercussdao no comércio
internacional de animais e produtos de origem animal (1, 26). Esta doenga é uma
importante causa de prejuizos em rebanhos de reproducéo e ocorre em suinos de
todas as partes do mundo (20).

As lesdes provocadas por Leptospira spp. sdo observadas sobretudo nos
rins, figado e pulmdes, porém outros 6rgdos, especialmente os do sistemareprodutivo,
também sdo acometidos (19). Na fase de leptospiremia, o figado € um dos primeiros
locais de acometimento (10). A sorologia (microaglutinagdo microscopica) € o
exame preconizado pelo Ministério da Saude para avaliar a infecgdo por leptospiras
(4). Constitui uma ferramenta importante de diagndstico que, associada a analises
microscopicas de orgdos de animais abatidos para consumo, permite identificar e
conhecer a disseminagéo da infeccdo e avaliar as alteragdes precoces in situ em
animais que ainda ndo apresentam manifestagdes. Estas avaliagdes podem orientar
os profissionais médicos-veterinarios no reconhecimento da doenga ¢ na prevengao
dos riscos advindos da manipulagdo durante o abate dos animais sem os cuidados
higiénico-sanitarios adequados.
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Este estudo teve como objetivos pesquisar aglutininas antileptospiras
em suinos abatidos para o consumo e associar a infec¢do as ocorréncias de
comprometimento hepatico e pulmonar.

MATERIAL E METODOS

No periodo de setembro de 2007 a maio de 2008, foram colhidas
amostras de sangue, figado e pulmao de 150 suinos adultos, de ambos os sexos e
aparentemente sadios, sendo 75 animais sem raga definida (SRD), provenientes
de criacdo extensiva e abatidos em Timon-MA e Teresina-PI, e 75 mesticos de
Landrace, Large White e/ou Duroc, de criagdo intensiva, mantidos e abatidos no
Departamento de Zootecnia do Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) da Universidade
Federal do Piaui (UFPI), em Teresina-PI.

As amostras de sangue foram colhidas durante a sangria na linha de
abate, utilizando-se tubos de 10 mL sem anticoagulante, mantidas em repouso
em temperatura ambiente por uma hora para retragdo do coagulo e enviadas
sob refrigeracdo ao laboratorio. O sangue foi entdo centrifugado a 10.000g, por
10 minutos, para a obten¢ao do soro que foi acondicionado em microtubos e
armazenado a -20°C até o processamento.

As aglutininas antileptospira no soro foram pesquisadas por meio da prova
de soroaglutinagdo microscopica (SAM), no Laboratdrio de Zoonoses da Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte-MG. Para a
técnica foi utilizada uma colecdo de antigenos composta dos sorovares Autumnalis,
Ballum, Bratislava, Canicola, Copenhageni, Grippotyphosa, Hardjo bovis, Hardjo
CTG, Icterohaemorrhagiae, Pomona, Pyrogenes e Tarassovi, com 4 a 14 dias de
crescimento, diluidas na propor¢ao de 1:3 em solugdo salina tamponada pH 7,2.
Foi considerado reagente o soro com 50% de leptospiras aglutinadas por campo
microscopico em aumento de 100 vezes. O sorovar registrado foi aquele que
apresentou maior titulo, sendo as demais aglutinacdes consideradas reagdes cruzadas.

Durante o procedimento de abate dos suinos, também foram colhidos
fragmentos de figado e dos lobos pulmonares apical, cardiaco e diafragmatico, todos
em lateralidade direita e esquerda. O material foi fixado em formalina a 10%, neutra
e tamponada, durante 48 horas. Para as avalia¢des histologica e imunoistoquimica,
foi processado e incluido em parafina apenas o material dos animais soropositivos e
do mesmo numero de soronegativos para a composi¢ao do grupo controle.

Para a avaliagdo histologica, foram confeccionados cortes de 5 um de
espessura, corados pela técnica de hematoxilina e cosina (HE) e analisados em
microscopio de campo claro. As alteracdes histomorfologicas foram classificadas
levando em consideragio a natureza do processo patologico (infiltrado inflamatorio,
edema, congestdo, hemorragia e hiperplasia), as caracteristicas do processo
inflamatdrio (especificagdo do tipo celular presente) e a distribui¢do da lesdo em
uma escala de 0 a 3, em que: 0 =ausente; 1 = discreto; 2 =moderado; 3 = acentuado.
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Para a técnica de imunoistoquimica, cortes de 5 pm foram distendidos sobre
laminas silanizadas (Silane A174, Pharmacia, USA), desparafinados, hidratados e
submetidos ao bloqueio da peroxidase enddgena (H,O, diluida a 3% em metanol)
durante 30 minutos. Em seguida, os cortes foram submetidos a recuperacio antigénica
com solugdo Tris-Hcl pH 1,0, em forno de microondas na poténcia maxima durante
10 e 5 minutos, sucessivamente. Apds lavagem com solugdo salina fosfatada
tamponada (PBS) pH 7,2, os cortes foram incubados com anticorpo policlonal
anti-Leptospira spp., produzido no Laboratorio de Patologia Animal da UFPI (17),
diluido em PBS nas concentra¢des de 1:200 e 1:400 para os cortes de pulmao
e figado, respectivamente, e em cadmara umida durante 18 horas e a 4°C. Como
anticorpo secundario e amplificador de sinais, empregou-se o sistema EnVision
(Dako Comporation Carpinteria CA, USA, cdodigo K4002), em camara timida e
temperatura ambiente por 30 minutos. A revelagdo da reacdo foi realizada com 0,3mg/
ml de 3,3’-diaminobenzidina (DAB) em PBS e 0,06% de H,O, e contracoloracio
com hematoxilina de Harrys. Em seguida, as laminas foram lavadas, desidratadas,
diafanizadas e montadas com resina sintética (10796 Novo Entellan®, Merck).

Foi realizada a analise morfométrica (Leica Qwin D-1000, versdo
4.1) para mensurar o nimero de focos de infiltrado inflamatorio ¢ a marcagdo
imunoistoquimica para o anticorpo antileptospira, sendo avaliados 30 campos por
corte de tecido hepatico e pulmonar.

Os resultados quantitativos foram analisados pelos programas estatisticos
Sigma Stat e GraphPad Prism 4, sendo empregado o teste ndo paramétrico
de Kruskal-Wallis para a analise de variancia. Quando se verificou diferenga
significativa, foram aplicados os testes de Student-Newman-Keuls, para a
comparacdo multipla de grupos, e de Mann-Whitney para a comparagdo entre dois
grupos, adotando-se o nivel de significancia de p<0,05.

RESULTADOS

Dos 150 soros analisados pela prova de SAM, 7 foram positivos para
um ou mais sorovares de Leptospira spp., constatando-se a presenca de anticorpos
antileptospiras em 4,7% dos animais. Todos os soropositivos faziam parte do grupo
de animais de criagdo extensiva, sendo seis provenientes do abate em Timon-MA e
um do abate em Teresina-PL.

Entre os sete soropositivos, quatro (57,14%) reagiram a um Unico sorovar,
observando-se trés (75%) ao Icterohaemorrhagiae, na titulagdo 1:100, e um (25%)
ao Canicola na titulagdo 1:800. As outras trés amostras soropositivas aglutinaram
com dois ou mais sorovares, sendo considerado infectante apenas a que apresentou
maior titulagdo. Destas, uma reagiu ao sorovar Autumnalis na titulagdo de 1:400,
uma ao Pomona na titulacdo de 1:6400 e outra ao Pyrogenes na titulagao de 1:51200.

A comparagdo entre os dois sistemas de criagdo quanto a predisposi¢ao
para contrair infec¢do por Leptospira spp. revelou que a suscetibilidade ¢ maior
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nos animais criados extensivamente do que nos animais de criacdo confinada
(Teste %, p=0,02).

No exame histologico das amostras pulmonares de todos os animais
soropositivos e soronegativos, observou-se infiltrado inflamatério constituido por
macrofagos e linfocitos (Figura 1) que, em todos os lobos, localizava-se nas regides
peribronquial e peribronquiolar.

Na analise quantitativa (Figura 2), foi observado maior niimero de focos
inflamatdrios nos lobos pulmonares dos animais soropositivos quando comparados
aos soronegativos (Mann-Whitney, p=0,0087), nao havendo diferenga em relacao
aos lobos apical, cardiaco e diafragmatico (Kruskall-Wallis, p = 0,989).

Figura 1. Pulmao de suino mfectado naturalmente por Leptospzra spp. Infiltrado
inflamatorio mononuclear. HE, 140x.
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Figura 2. Andlise quantitativa do nimero de focos inflamatérios em pulmao de
suinos naturalmente infectados por Leptospira spp. e controle negativo.

Outras alteragdes teciduais observadas nos pulmdes foram: espessamento
do septo interalveolar (em consequéncia do infiltrado inflamatério mononuclear,
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fibroblastos e congestdo) de distribuicdo focal ou difusa, hemorragia, edema
pulmonar (Figura 3), presenga de exsudato celular no [imen de bronquios e
bronquiolos, hiperplasia do tecido linfoide associado ao bronquio (em dois casos
se mostrava evidente a presenca de numerosas mitoses) e hiperplasia de células
caliciformes de bronquios e bronquiolos. Em um animal foram encontrados
calcificagdo e abscesso.

No figado as lesdes foram mais discretas. Havia infiltrado inflamatorio
periportal também constituido por macrofagos e linfocitos (Figura 4) em todos
0s animais soropositivos e em trés animais soronegativos, porém sem diferenca
significativa entre ambos (Mann-Whitney, p = 0,5246). Outras lesdes foram
observadas, como hiperplasia de células de Kupffer em quatro animais soropositivos
¢ dois soronegativos ¢ degeneragdo gordurosa em quatro soropositivos e um
soronegativo (Figura 5).

L _'*h._ ‘ N ; "‘ " '. = - B’ ".I. : =
Figura 3. Pulmao de suino infectado naturalmente por Leptospira spp. Edema
pulmonar. HE, 140x.
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Figura 4. Figado de suino infectado naturalmente por Leptospira spp. Infiltrado
inflamatorio mononuclear. HE, 140x.
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Figura 5. Figado de suino infectado naturalmente por Lepfospira spp.
Degeneracao gordurosa. HE, 140x.
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Figura 6. Analise quantitativa da presenga de antigenos de leptospira em tecido
pulmonar de suinos naturalmente infectados por Leptospira spp. e

controle negativo.

Figura 7. Pulmao de suino infectado naturalmente por Leptospira spp. Antigeno
de leptospira. IHQ, 140x.

Pela técnica de imunoistoquimica foi constatada a marcagao de antigenos
de leptospiras nos tecidos pulmonar e hepatico. No pulméo, a marcagdo foi
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observada em quatro animais soropositivos € em um animal soronegativo, embora
sem diferenga significativa entres os grupos (Mann-Whitney, p = 0,1320) (Figura 6).
Os antigenos localizavam-se em células fagociticas do septo interalveolar (Figura
7), no endotélio vascular e no epitélio alveolar. No tecido hepatico, foi visualizada
marcacdo de antigenos em todos os animais soropositivos e soronegativos, sem
diferenga significativa entre eles (Mann-Whitney, p = 0,2403) (Figura 8). Os
antigenos estavam presentes nos hepatdcitos (Figura 9), no endotélio vascular e nas
células de Kuppfer.
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Figura 8. Analise quantitativa da presenga de antigenos de leptospira no tecido
hepatico de suinos naturalmente infectados por Leptospira spp. €
controle negativo.
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Figura 9. Figado de suino infectado naturalmente por Lepfospira spp. Antigeno de
leptospira. IHQ, 140x.
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DISCUSSAO

A amostragem deste estudo ndo foi feita com base estatistica, portanto
ndo representa a prevaléncia da leptospirose suina nas populagdes ou nas regides
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estudadas, nem reflete a situagdo da doenga dentro de uma granja. No entanto, indica
a circulac@o do agente ¢ os sorovares de Leptospira spp. que tém maior ocorréncia
na regido de origem dos animais (29).

O indice de apenas sete (4,7%) animais soropositivos para leptospira na
populagdo estudada, em especial entre os animais provenientes de Teresina, pode ser
considerado baixo, comparado aos percentuais de 7,7% em suinos de Vigosa ¢ Ponte
Nova-MG (11), 55,8% no Rio Grande do Sul (24), 27,3% em Sao Paulo (15), 65,2%
em Goias (30), 26,6% no Ceara e 45% em Pernambuco (12) e 36,6% na regido de
Botucatu-SP (29). A baixa frequéncia observada provavelmente esteja relacionada
ao tempo de durac@o da infecgdo. Muitos animais em fase cronica de infecgdo
provavelmente ja ndo apresentam titulos de anticorpos em niveis suficientes para
serem detectados pela técnica de soroaglutinacdo microscopica (10).

Em relagdo aos dois sistemas de criagdo, observou-se maior predisposi¢ao
dos animais criados extensivamente para contrair infecgdo por Leptospira spp. do
que os animais de criagdo confinada, o que tem sido confirmado também em estudos
de sistema de criacao de animais ao ar livre (SISCAL) (25). A maior predisposi¢ao
dos animais criados extensivamente provavelmente seja decorrente das precarias
condig¢des higiénico-sanitarias adotadas na criagdo extensiva, na qual os animais
sdo expostos a uma grande variedade de patdgenos para os quais ndo recebem
nenhum tipo de imunizagdo, especialmente para leptospiras. Este tipo de sistema de
criagdo favorece o contato dos animais com fontes de infecgéo de leptospiras e com
materiais contaminados.

Neste estudo, apesar do pequeno niimero de sororreagentes, 0 sorovar
Icterohaemorragie foi o de maior ocorréncia (n=3). Cada um dos sorovares —
Canicola, Autumnalis, Pomona e Pyrogenes — foi identificado em apenas um animal.
Os suinos podem ser hospedeiros definitivos dos sorovares Pomona, Bratislava e
Tarassovi, ¢ ainda hospedeiros acidentais quando infectados por outros sorovares
(8). No Brasil, o Pomona ¢ considerado o sorovar de maior importancia em criagoes
de suinos (5, 11, 16), o que, neste estudo, em particular, ndo foi verificado. Poucos
estudos tém demonstrado a importancia do sorovar Autumnalis detectado em uma
amostra de soro examinado, embora em alguns tenha sido o de maior ocorréncia
(3). Tanto Autumnalis quanto Icterohaemorrhagiae sdo sorovares cujos principais
reservatorios sdo os roedores sinantropicos (13), portanto sdo provaveis fontes de
infecgdo nas criagdes de suinos.

As lesdes pulmonares e hepaticas ndo constituem achados especificos
nas leptospiroses, podendo estar presentes em qualquer outra infec¢do. Entretanto,
sugere-se ter sido causada pelas leptospiras, visto que a quantidade de focos
inflamatérios nos animais soropositivos foi maior. As alteragdes histologicas do
pulmao encontradas neste estudo estdo de acordo com o quadro patologico pulmonar
observado na leptospirose humana (14). As lesdes no figado apresentaram-se mais
discretas, embora alguns autores afirmem ser este o 6rgdo que sofre as maiores
alteragdes (9). Matrizes suinas infectadas por leptospiras apresentaram infiltrado
inflamatdrio periportal (7), a semelhanga do que foi observado no presente estudo.
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Na espécie canina, lesdes hepaticas ¢ pulmonares semelhantes as
observadas no presente estudo, em suinos, também ja foram encontradas (23).
Tais lesdes observadas nos animais deste estudo provavelmente resultaram da
multiplicagdo do microrganismo, na fase de leptospiremia, com danos maiores
nos pulmdes (onde a lesdo endotelial é responsavel (14) por alteragdes graves de
hemorragia) do que no parénquima hepatico.

Os resultados da avaliagdo imunoistoquimica possibilitaram associar
as lesOes a presenca de antigenos e demonstraram também ser esta uma técnica
mais sensivel que a sorologia (21), pois as marcagdes positivas nos animais
soronegativos provavelmente decorreram do fato de ter sido utilizada, na prova
de SAM, uma colec@o de antigenos vivos composta por apenas 12 sorovares de
leptospiras patogénicas, as que mais comumente infectam suinos. Além disso, os
animais analisados no presente estudo possivelmente tiveram contato prévio com
um sorovar que nao fazia parte da colegdo de antigenos, o qual foi detectado pela
avaliagdo imunoistoquimica, que ndo ¢ sorovar especifica.

CONCLUSAO

Suinos abatidos para o consumo humano, nos municipios de Teresina-PI
e Timon-MA, sdo soropositivos para diferentes sorovares de Leptospira spp. A
presenga de antigeno de leptospiras esta associada a resposta inflamatéria no pulmao
e no figado.
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ABSTRACT

Leptospiral agglutinins in pigs slaughtered for consumption and their association
with hepatic and pulmonary impairment

Leptospiroses are cosmopolitan zoonosis caused by spirochetes of the genus
Leptospira. Over the past years, pigs have been implicated as reservoirs. This study
aimed to investigate anti-Leptospira spp. agglutinins in pig and the association of
lung and liver lesions in seropositive animals. We examined sera from 150 pigs by
microscopic agglutination test (MAT). Out of these, only seven were seropositive
to one or more Leptospira spp. serovar. Fragments of lung and liver of seropositive
animals and of the same number of seronegative animals were submitted for
histopathological evaluation and stained with hematoxylin-eosin (HE) and
immunoperoxidase technique (IPX). In the lungs, there was a significant difference
in the inflammatory infiltrate between seropositive and seronegative animals, but
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no differences were detected between lung lobes. Liver lesions were more discrete,
however, there was a significant difference between seropositive and seronegative
animals. Immunohistochemistry detected antigen of Leptospira spp. in lung and
liver tissues in both seropositive and seronegative animals. In the lungs, the antigen
was located in phagocytic cells of the interalveolar septum, vascular endothelium,
and alveolar epithelium. At the liver, antigen was present in hepatocytes and
vascular endothelial and Kupffer cells. The results indicate that pigs slaughtered
for human consumption in the Brazilian cities of Teresina (Piaui State) and Timon
(Maranhao State) are infected with Leptospira spp. suggesting that these animals
may be a source of infection for humans.

KEY WORDS: Leptospirosis. Lung. Liver.
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