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1. Introducéo

As leptospiroses dos sufnoé despertaram inte-
resse em nossoc meio ap55 os trabalhos de GUIDA(1947/48),
A doenga tem sido responsabilizada por grandes prejui-
zos financeiros a suinocultura nao so em decorrencia de
abortos, esterilidade e natimortos como também pelo
nascimento de animais fracos (GUIDA & cols.,1959; SANTA
ROSA & cols., 1962 b).

No Brasil, estudos sorolagicos e/ou bacterio-
logicos sobre leptospirose suina tém sido feitos por
varios pesquisadores em Saoc Paulo (SANTA ROSA & cols.,
1962a; CASTRO & cols., 1962 e SANTA ROSA & cols.,lQ?Bb);
Minas Gerais (BARBOSA, 1962; ARAUJO & «cols., 1973 e
REIS & cols,, 1973); Santa Catarina(SANTA ROSA & cols.,
1973a) e Parana (ENRIETTI, 1954 e DUTRA, 1974).

Nac sendo uma doenga de notificaggo compulso=
ria, em nosso meioc, torma-se dificil conhecer sua pre-
valeéncia no rebanho su{no, bem como quais os sorotipos

responsaveils pela infecgcao e tambem os prejuizos que



ela acarreta aos rebanhos brasileiros.

Para o diagnostico das leptospiroses a prova
de aglutinagzo microscopica e, sem duvida, a mais am=-
plamente usada, embora exigindo pessoal, equipamento e
tecnica especializados.

0 isolamento de Lepfospina da wurina ou de
rins de animais infectados & dificil por necessitar de
animais de laboratsrio, por ser muito demorado e o ma=-
terial apresentar-se sempre contaminado com eﬁtras baec-

- F - -
terias. Em conseqllencia, o uso de varias tecnlcas torna

tehe

-
~58 necessario para o estudo completc das leptosp

roges

Por isso, o presente trabalho, realizado em:

-

-
suinos de Minas Gerais, abatidos em varios matadouros
de Belo Horizonte, tem os seguintes objetivos:

- determinar a freqléencia de aglutininas anti-leptosp

pi-
ras em soros atraves do teste de microaglutinacgao ra-

pida;
- pesquisar leptospiras em cortes de congelagao de rins
- - ™ - 2
atraves da imunofluorescencia direta;

- isolar leptospiras em rins; ¥

- verificar a utilizagao da L., patoe amostra Patoc I co-
mo ant{geno de triagem no diagnastico sorolﬁgico das

=
leptospiroses suina.



2. Revisdo da Literatura

1, Isclamento e pesquisa de aglutininas

A primeira referencia encontrada na literatu-
ra sobre leptospira em sulnos € 2 de SANDER (1935) que
descreveu, na Alemanha, a transmissao da doenga ao ho-
mem atraves do contato direto com urina e sangue de
suino infectado. Posteriormente, MOCHTAR (1940) na Ba-
tavia, isolou seils amostras de Leplospira pomona de
rins de 104 suinos aparentemente normais.

GUIDA (1947/48) examinando 50 rins de suinos
procedentes de varias localidades do 1interior de Sac
Paulo, isolou tres amostras de Lepfospira que tinhanm
caracteres culturais e antigenicos semelhantes, mas
diferiam sorologicamente da L. candcola e da L.
Leterohaemonnhagiae,

GULDA (1952) relata que as tras amostras igo=-
ladas de su{nos, pareciam tratar-se de novas espécies
de Lepfospinra.

Na Tchecoslovaquia KMETY & cols.(1956) isocla

ram Lleplospira sejore e Leptospira ballum de rins de



suinos apos examinarem 460 animais aparentemente sadios
abatidos em matadouro.

Evideéncia sorologica de infecgso em suinos
ﬁara os sorotipos L. australis A e B foi demonstrado
por KEAST & cols. (1956), para L. bataviae por KISZEL &
FUZI (1957): SALMINEN(1958){‘BABUDIERI (1959) e para L.
autumnalis, L. pyrogenes, L. grippeiyphosa e L. pod
por ALSTON & BROOM (1958).

GUIDA (1958) didentificou sorologicamente as
tres amostras de Leptospira ispladas de rins de suines,
citadas anteriormente, como pertencentes ao sorotipo L.
hyos (L. tarassovi).

De acordo com VAN DEﬁ HOEDEN (1958) os tres
mais comuns sorotipos patog@nicos de leptospiras para
su{pos sao, em ordem de importancia: L. pomona, L. hyos
e L. Lcterohaemonnhagiae.

MICHNA (1959) demonstrou em rins de porcos,
naturalmente infectados com L. canicofa, que as leptos-
piras permanecen moveis sete dias po.t mortem quando o
macerado de rim & estocado a temperatura de 0¢C a 4@C.
Quando o material macerado é colocado a temperatura am-
biente as leptospiras permanecem ativamente movedls por

-
um a tres dias,



GUIDA & cols. (1959) pesquisando as causas de
abortos em uma criagﬁo de suinos, no municfpio de Sao
Paulo, isolaram de feto abortado uma amostra de L,
canicola, Toram também examinados soros sanguineos de
30 suinos e dez individuos tratadores de porcos. Dois
tratadores e 17 animais foram positivos para L.canicola
com titulos acima de 1:200 no teste de aglutinagao-lise

FENNESTAD & BORG-PETERSEN (1961) inocularam
L. saxkoebing por via intra-uterina, em tres fetos bo-
vinosrcbm 15273 iéé‘dias de idade, Verificaram produgao
de aglutininas anti-L. saxkoebing nos tres fetos, 32 a
62 dias apos 2 inoculagao e somente conseguiram isolar
leptospiras de dois deles.

SANTA ROSA & cols. (1962a) isolaram L.
Letenohaemonnhagiae (4) e L. hyos (1) de 283 rins de
suinos de varias regioces do Est;dq de Sao Paulo, épa-
rentemente normais e abatidos em matadouro. De cada
amostra de rim.foi examinado o0 soro sangu{neo do animal
correspondente, através do teste de aglutinaggo micros-
copica, tendo encontrado 119 reagoes positivas tais co-
mo: L. L{eterohaemonrhagiae 58, L. hyos 17, L. pomona 1
L. canicola 13, L. sefroe 7, L. grippofyphosa 6, is

australis 3 e L., bataviae 1.



SANTA ROSA & cols. (1962b) estudando as cau-
sas de um surto de abortos numa fazenda no municipio de
Campinas, isolaram uma amostra de L, pomona da urina de
uma porca que havia abortado. De 165 sorcaglutinacoes
efetuadas no rebanho, 132 foram positivas para os soro-
tipos L. pomona 78§, L. feternohaemornhagiae 37, L.
canicola 12, L. sefrnoe 4 e L., grippotyphosa 1. 0s ti-
tulos aglutinantes variaram de 1:200 ate 1:102,400.

CASTRO & cols, (1962) isolaram uma amostra
de L., candicola de 165 amostras de rins de sui-
nos aparentemente normais, procedentes de varias re-
gices do Estado de Sao Paulo, abatidos em matadouro. Na
mesma oportunidade, examinaram 117 amostras de soros
sangu{neos de suinos, atraves do teste de microagluti-
nagao, O sorotipo mais predominante foi s
Leternohaemornhagiae, com 26 reacoes positivas, seguido
da L. canicola 11, L. hyos 7, L. ghippotyphosa &, L.
sefroe 4, L pomona 2, L. australis 2 e L. bataviae 1,

BA 'BOSA (1962) pesquisando a ocorrencia de
aglutininas e 1lisinas anti-leptospiras em 86 soros de
suinos em Minas Gerais, encontrou 29,1% positivos para

os seguintes sorotipos: L, fcterohaemornhagliae, L.



pomona, L. ecanicola, L. mitis, L. grippotyphosa e L.
autumnaldis.

BRAVO & cols. (1968) na Colombia, isolaram
cinco amostras de L. pomona de 113 amostras de rins de
suinos abatidos para consumo publico.

MICHNA & CAMPBELL (1969) estudaram a preva-
lencia da leptospirose éuina el 0 processo natural da
doenga renal, no oeste da Escocia, De 695 amostras de
soros suinos examinados pelo teste de aglutinaggo-lise,
42,47 foram positivos para L., candicola e L
ictenrohaemonrhagiae. Observaram, ainda, que a doenca
renal é usualmente uma nefrite intersticial subclinica
com aspecto citolagico que sugere resposta imunolagical
local.

SANTA ROSA & cols. {(1969/70) relataram os es-
tudos sobre leptospirose reazlizados em Sao Paule num
pcricdo de nove anos. Foram. examinados 3.242 soros de
su{nos, com uma taxa de positividade de 19,5%7 (697 so-
ros) predominando o sorotipo pomond.

GESSI & SOLDATI (1970) estudaram sorologica-
mente 1,460 suinos tipo carne da provinvia de Modena.
Verificaram que 381(26%) eram positivos para Leptospinra,

sendo o sorctipo L. pomona o mais prevalente.
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LICERAS DE HIDALGO & HIDALGO (1970) demons-
traram a presenca de leptospira atraves de isolamento e
aglutininas anti-L. pomona em 98 suinos da cidade de
Tumbes, Peri.

RYU & cols. (1972) examinaram 143 soros san-
guineos de varroes pelo teste de microaglutinacao ra-
pida para Leptospira. Onze animais foram positivos para
L. dictenohaemornhagiae e einco para L., candcola. Nove
amostras de sgmen de varroes soropositivos foram testa-
das pelo mesmo procedimento. Encontraram tres amostras
positivas para L, {cterohaemorinagiae e seis para L.
canicola.

McERLEAN (1973a) estudando 236 rins de suinos
abatidos em uma fabrica de banha, 1isolou Lleptospira em
dois casos. Uma amostra pertencia ao sorogrupo L.
{ietenohaemornhagiae enquanto a outra dava reagses.com
os sorogrupos L. Leterchaemorrhagiae, L. canicola e L.
pyirogences, nao sendo pois, ddentificada.

Mec 'RLEAN (1973b) realizou estudo sorolégico
em porcos desmamados, porcos tipo banha e porcas, mos-
trando aumento da incidencia de aﬁticorpos contra lep-
tospira com a idade. Infecgao por L.icterohaemocrrhagiae

- Ld
pareceu ser responsavel pela maioria das reacgoes.
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REIS & cols. (1973) estudaram a presenca de
aglutininas anti-leptospira em suinos em Minas Gerais
pelo teste de microaglutinacao rapida. Das 124 amos-
tras de soros suinos estudadas 16 foram positivas para
L., hebdomadis e L, pomona. 2/

SANTA ROSA & cols, (1973a) igsolaram duas
amostras de leptospira pertencentes ao sorotipo i 4
pomena de "pool" de orgaos e contetdo estomacal de fe-
tos suinos abortados em duas criagoes no Estado de San-
ta Catarina.

SANTA ROSA & cols. (1973b) estudaram 275
amostras de soros e rins de sufnosraparentemente nor-
mais, abatidos em Sao Paulo. Foram isoladas tres (1%2)
leptospiras pertencentes ao sorotipo L. pomona, 47 (17%)
amostras de soros foram positivas, sendo 23 para, L.
pomona, 10 para L, ecanicola, 9 L. Lcterohaemonnrhagiae,
2 L. guidae e 3 para L. favanica, L. pyrogenes e L.
bataviae, Oe - titulos aglutinantes dos sorcs positivos

variavam de 1:200 a 1:6400.

2. Demonstracac de Lepfospira atraves da inmunofluores=—
céencia direta

SHELDON (1953) wusando a tecnica de imuno-
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fluorescencia, demonstrou a presenca de L. Jfctero-
haemonnhagiae em 1lesao muscular de um paciente com
doenca de Weil.

MOULTON & HOWARTH (1957) demonstraram em cor-
tes de congelagao de rins de hamsters,a especificidade
do metodo de imunofluorescencia em corar L. canicola,
apss tratamento dos cortes com varios soros imunes anti
-leptospira, diferentes do conjugado.

WHITE & RISTIC (1959) demonstraram L. pomona
em urina e rins de cobaias experimentalmente infectadas
usando a técnica de imunofluorescencia, Afirmam, ainda,
os autores, ser a técnica mais eficiente que a micros-
copia de campo escuro para detéctar leptospiras na uri-
na de bovinos e gue a reaggo nao & sorotipo especifico.

BOULANGER & ROBERTSON (1961) usaram a técnica
de imunofluorescencia para demonstrar Jleptospira em
cultura pura, urina e tecido. renal de bovinos. Observa-
ram que quando o microrganismo esta presente em grande
nimero no material a ser examinado, « imunofluorescen-
cia & tao eficiente quanto os metodos culturais para
demonstrar leptospiras, Entretanto, quando este encon-

tra=-se em pequeno nﬁmero, exliste dificuldade em dife-
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rencia-los de artefatos.

DACRES (1961) verificou que diferentes soro-
tipos de leptospiras presentes em cultura podem ser di-
ferenciados pela imunofluorescencia quando se usa vapor
de acido osmico como fixador.

COFFIN & MAESTRONE (1962) mostraram que a
tecnica de imuncfluorescencia, usada para demonstrar
leptospiras, e mais eficiente que 0 exame em campo es-
Cufo e isolamento., Observaram que usando material fres-
co e sem contaminacao, os resultados obtidos sao melho-
res do que quando se usa material refrigerado, congela-
do e contaminado., Verificaram, ainda, que o organismo
pode ser detectado em material seco e estocado a tempe-
ratura ambiente por um ano e em fluidos e tecidos con-
servados em formalina por ate dois anos.

MAESTRONE (1963) verificou que a dimunofluo-
rescencia e tao eficiente quanto os metodos sorolégicos
cultural, inoculagao em animal e impregnacgao de prata
para demonstrar leptospiras em teétcidos de animais in-
fectados natural e experimentalmente.

SMITH & cols. (1966) compararam os méatodos

cultural, histopatologico e imunofluorescente, aplica-
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dos em materiais fetal e placentario para demonstragso
de leptospiras. Os matériais foram colhidos de ovelhas
gestantes experimentalmente infectadas com L. pomona. A
imunofluorescéncia mostrou ser superior aos outros me-
todos quando o material examinado estava autolizado.
SEUK & SEO (1973) mostraram que a téecnica de
imunofluorescéncia & mais eficiente que os métodos cul-
tural e microscopia de campo escuro em demonstrar lep-
tospira no sangué, urina e varios tecidos de ratos ex-
perimentalmente infectados com L. {cterochaemorrhagiae e

L, australis,

3. Leptospira patoc como antigeno de triagem

GALTON & cols,. (1958) wutilizaram como teste
de triagem no diagnostico de leptospirose quatro gTrupos
de "pool"™ de antigenos, trés sorotipes em cada grupo.
Este teste & feito com antigenos formolados que tem a
vantagem de serem estaveis por longE periodo.

STURDZA & ELIAN (1961) descreveram um genero
espec{fico, antfgeno fixador do complemento presente em
algumas amostras saprofitas de leptospiras (L. patoc I

e L. sa0 paulo) o qual podem ser usadas como antigenos
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de triagem no diagnSstico de leptospirose humana.
TORTEN & cols., (1966) wutilizaram uma amostra
saprSfita de leptospira, L. pato; I, como antfgeno de
triagem no diagnostico da leptospirose humana atraves
da imunofluorescéncia indireta. A wutilizacao desta
amostra como antigeno, elimina a necessidade de grande
nimero de sorotipos para diagnostico das leptospiroses.
ADDAMIANO & BABUDIERI (1968) desaconselham a
uso da amostra L. patoc 1 como antfgeno de triagem na
soroaglutinaggo para diagnostico de leptospirose animal
CORREA (1969/70) usando a L. semaranga Patoc
I como ant{geno de triagem, no teste de aglutinagao mi-
croscapica, em soros de pacientes suspeitos de leptos-
piroses, comparou os resultados com outros encontrados
quando empregou leptospiras patogenicas. Em 5942
amostras de soros houve concordancia em 98,7%, o que
confirma o consideravel valor pratico deste sorotipo
como triagem no_diagnGs:ico sorongico das leptospiro-
ses humanas.
PINTO & cols. (1974) wutilizaram a L. patoc I
como antigeno de triagem na reacao de fixacao de com-

plemento em estudo comparativo com a soroaglutinacao
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microscapica, para diagnosticar leptospirose humana e
animal, Devido a baixa concordancia, os autores desa-
conselham o uso deste sorotipo como antfgeno de triagemn
na reaggo de fixacao do complemento para diagnostico de
leptospirose animal.

SANTA ROSA & PINTO (1974) compararam as rea-
coes de fixacao do complemento e soroaglutinacao mi-
croscapica no diagnastico de leptospirose animal (cao,
muar, eqilino). Na reacao de soroaglutinacao microscopi-
ca usaram diversas amostras de leptospiras patoggnicas
enquantc na fixagao do complemento wusaram apenas a
amostra L, pafoc I. A irregularidade‘da concordancia en=-
tre as reacoes e baixos titulos na reagao de fixacao do
complemento levaram os autores a nao aconselharem esse

tipo de antigeno para esta reagao com soros animais.



3. Material e Métodos
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1, Origem e colheita do material

Foram colhidas 770 amostras de sangue e 100
rins de suinos provenientes de 26 municipios de Minas
Gefais e abatidos em varios matadouros de Belo Hori-
zonte, no periodo de 1974/75,

As amostras de sangue e rins foram colhidas
durante o abate. De cada animal, colhia-se o sangue em
frascos de 100 ml previamente esterilizados e o rim em
sacos plﬁsticos devidamente identificados. No laborato-
rio, as amostras de sangue foram mantidas a temperatura
de 49C por duzs horas a fim de se obter maior quantida-
de de soro.

Os soros obtidos foram centrifugados sob re-
frigeracao a 1,500 r.p.m.,, durantes 15 minutos. Em se-
guida, foram colocados em frascos esterilizados, tipo
penicilina de 20 ml e armazenados em congelador a -20¢C

-
ate o momento do uso.
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A Antigenos

Como antfgenos para a prova de microaglutina-
ggo rapida, foram usadas culturas vivas de leptospiras,
fornecidas pelo Centro Panamericanc de Zoonéses, Afgén-
tina, e indicados pelo grupo de técnicos da Organizacgao
Mundial da Saude (WHO, 1967) com pequenas alteracoes
(Quadro 1).

As culturas recebidas, mantidas em meio sémi-
s0lido de FLETCHER (1928) foram repicadas para o meio
de STUART (1946). Os antigenos usados, culturas de lep-
tospiras de 4-14 dias incubadas a temperatura de 289C,
eram examinadzs antes dos testeé a fim de se verificar
quantidade de bacterias, motilidade e presenca de auto-

aglutinacgao.

O autor agradece ao Centiro Panamericzno de Zoomnoses,
Argentina, pelo fornecimento das amostras de Leptos-

piras usadas como antigenos no presente trabalho.



QUADRO I

Sorotipos de Leptospira usados como antigeno no teste

de microaglutinagao rgpida (MAR) fornecidos pelo Cen-

tro Panamericano de Zoonoses
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SOROGRUPO

SOROTIPO

AMOSTRA

Ietenohaemornhagdiae

Javanica
Canicoka
Baftum
Pyrogenes
Cynopterd
Autumnalis
Australis
Austrnalis
Pomena
Grnippotyphosa
Hebdomaddis
Bataviae
Tarassovi
Panama

Semaranga

{eterohaemonnhagiae

javandica
candicola
baflum
pyrogenes
butembo
aufumnalis
australis
bratislava
pomona
grippotyphosa
wolf§L
bataviae
tarassovi*
panama

patoc

RGA

Veldrat Batavia
Hond Utrecht VI
Mus 127

Salinem

Butembo

Akiyami A
Ballico

Jez bratislava
Pomona

Moskva

3705

Van Tienen
Perepelicin

CZ 214 K

Patoc I

46

* Anteriormente chamado hyos
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3. Méetodos
2 Sl Hicroaglutinagao répida (MAR)

Foram submetidos a prova de microaglutinacgao
répida (MAR) soros de suinos e hamsters, segundo a téc-
nica descrita por RYU (1970) com algunas modificagaes e

que constituiu no seguinte:

a) diluia-se 0,2 ml de cada soro em 0,8 ml ae
salina "tamponada, pH 7 ,2=084 (1:5) ;

b) a 0,2 ml da diluiggo anterior de cada soro
eram adicionados 1,8 ml de salina tamponada obtendo,
assim, uma diluigao 1:50;

¢) em uma placa de porcelana com 21 escava-
gaes eram distribuidos uma gota destes soros dilufdos.
Em seguida, adicionava-se uma gota de antfgeno em cada
escavagao e misturava-se bem (diluicao final = 1:100);

d) deixava-se a placa cinco minutos a tempe~-
ratura ambiente; |

e) por meio de uma alga ze platina, 12 mis-
turas eram distribuidas em uma lamina e examinadas ao
microscgpio de campo escuro, semn 1amInula, usando ocu-

lar 10X e objetiva 16X, Com a utilizacao do micrometri-
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co, a presenga de aglutinagzo bacteriana era observada
em varios planos focais;

f) o grau de aglutinacao era lido com 1+ (me-
nos de 50% de leptospiras aglutinadas), 2+ (cerca de

50% de aglutinagao) e 3+ (acima de 50% de aglutinagao).

Os soros positivos na diluigzo de 1:100, eram
retestados com a finalidade de se encontrar o titulo
final. Uma serie de diluigses ao dobro era preparada

com o soro e salina tamponada desde 1:200 até 1:12.800.
3.2. Imunofluorescencia direta (1IFD)

Para as provas de imunofluorescgncia direta
(IFD) duas laminas foram preparadas para cada rim, cor-
tados em microtomo de congelagao na espessura de 4 U e
realizadas segundo a tecnica descrita por HODGES & EK-

DAHL (1973).
3.2.1, Preparo do conjugado

Os soros hiperimunes foram obtidos atra-
ves da imunizacao de coelhos com L. pomona e Lo
Letenchaemornhagiae, As culturas, cultivadas em meio de

Stuart por quatro a seis dias a 289C foram mortas pela



23

adiggo de formalina a 0,3%. As 1eptospiras foram remo-
vidas do meio através de centrifugagzo e resuspensas em
salina tamponada esteril pH 7,2-7,4. Foram dadas emn
coelhos normais sucessivas 1inoculacoes intravenosas de
1 ml, 4 ml, 4 ml e 6 ml da suspensao em intervalos de
cinco a sete dias. Sete dias apos a ultima inoculagao
os coelhos foram sangrados por puncao cardiaca,

As globulinas foram extraidas e marcadas com
isétiocianato de flqorescefna segundo tecnica de COONS

& KAPLAN (1950).
3.2.2, Preparo das laminas

Utilizou~-se laminas especiais de 1,5mn
de espessura nas quais eram colocados dois —cortes de
rins e fixados em acetona na temperatura de -159C, du-
rante 15 minutos, Apos a fixagao as laminas eram seca-
das a temperatura ambiente e os cortes delimitados em
forma de circulo com esmalte branco. Com o conjugado,
diluido a 1:10 em solugao a 20% de ¥im de camundongo
normal, cobria-se os cortes e as laminas eram colocadas
em camara umida a temperatura de 379C por 30 minutos,

ApSS varias lavagens em salina tamponadé pH 7,2 e 5gua
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destilada, as laminas eram montadas com glicerina tam-
ponada pH 7,2 e laminulas e examinadas em microscopio
fluorescente., Para cada leitura foram feitas laminas

controle positiva e negativa.
3.3, Isolamento

Fragmentos dos rins de suinos foram tritura-
dos separadamente com areia estéril e macerados em so-
lugao fisiologica esteril. Um ml de cada macerado era
inoculado por via intraperitoneal em hamsters adultos*
e parte semeada diretamente em meio semi-solido de
Fletcher, seguindo-se a técnica de &iluiggo preconizada
por GALTON & cols. (1962).

Os hamsters inoculados, foram sangrados e sa-
crificados 30 dias apos. Os soros obtidos foram armaze-
nados em congelador a -209C e os rins semeados em meio

de Fletcher conforme técnica citada anteriormente,

* somente 36 rins de suinos foram inoculados em hamsters

sorologicamente negativas para leptospiras



25

3.4. Sensibilidade e especificidade

Para determinacao da sensibilidade e especifi
cidade os dados foram registrados em tabela e formulas
de cazlculo de acordo com o preconizado por THORNER &

REMEIN (1961).
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QUADRO II

Tabela de calculo da sensibilidade e especificidade de

metodos de diagnostico

Resultados da Diagnostico

L. patoe como = Total
. Doente Nao
triagem : Doente
Positivo a b a+b
Negativo : e d c+d
Total ada b+d a+b+c+d

Nota: a= individuos doentes detectados pelo teste;}
b= falsos positivos para ‘o teste;
c= falsos negativos para o teste;

3

d= individuos nao doentes negativos para o teste,

Sensibilidade e calculada por

a -
pralh s 100. E a per-

centagem de individuos com a doenga que foram de-

tectados pelo teste.

Especificidade & calculado por x 100. Corres-

-4
b+d
ponde a percentagem de individuos nao doentes que

foram negativos para o teste.
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0 exame de 770 soros .de suinos provenientes
de 26 municipios de Minas Gerais através do teste de
MAR, revelou 635 (82,4%) reacoes positivas para um ou
mais sorotipos de leptospiras com titulos de 1:100 ou
maior. Os sorotipos_predominantes por municfpios estao
descritos no Quadro ITI e Figura 1.

A freqllencia de soros reagentes positivos aos
sorotipos utilizados, esta registrada mno Quadro 1V,
Neste quadro nota-se que o sorotipo autumnalis (38,5%)
foi o de maior freqllencia, seguido de woklffL (33,5%),
balfum (32,9%), butembo (27,5%), bratislava (22,6%),
bataviae (16,4%), javanica (13,9%), {cterohaemorrhagiae
(12,8%) e pomona (10,6%).

A determinacao do titulo final de cada soro
de suino foil feita pelo teste deMAR e os resultados
estao registrados no Quadro V. Pode-se verificar que os
titulos aglutinantes mais elevados foram encontrados em

tres soros reagentes para o sorotipo pbmona nas dilui-
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coes 1:6400, 1:3200 e 1:1600, respectivamente, Outros
quatro soros reagiram para o sorotipo autumnalis na di-
luigao a 1:800,

Das 100 amostras de rins 19 (19%Z) foram posi-
tivas para leptospiras atraves de IFD conforme mostranm
o Quadro VI ., As tentativas de isolamentos
através de inoculacoes de macerados de rins-de suinos
em hamsters e semeaduras em meio semi—salidd de Fletcher
fofam negativas. Entretanto, tres hamsters inoculados
apresentaram titulos aglutinantes no teste de MAR(1:100)
para os sorotipos baffum, aufumnalis e pomona. Dois so-
ros de hamsters inoculados com macerados de rins de sui
nos, positivos para leptospira atraves da IFD, foram
negativos aos testes de MAR, Outros cinco rins de sui-
nos, cujos soros dos animais correspondentes apresenta-
ram-se negativos para leptospiras atraves dos testes de
MAR, foram positivos a IFD.

0 Quadro VII mostra os resultados da sensibi-
lidade e especificidade da L. patocy amostra Paloc T co-
mo antfgeno de triagem, gquando confrontada com outras
leptospiras patoganicas utilizadas na execuggo das rea-

¢oes de MAR dos 770 soros de suinos.
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QUADRO III

Freqléncia de reagaes positivas em soros de suinos pelo teste
de MAR com leptospiras e predomingncia de sorotipos por munieci-

pios do Estado de Minas Gerais, no periodo de 1974/75

Soros Predominiancia
Municipios Examinados Positivos
Sorotipos b 4
NQ NQ Z

Araxa 18 18 100,0 ballum 61,1
Betim 25 23 92,0 wol{fi 60,0
Carme Paranaiba 3e 36 94,7 Ztarassovd 63,1
Conceigao das Alagoas 37 22 59,4 autumnaldis- 35,1
Contaéem 3 3 100,0 baflum 66,6
Corinto . 32 24 75,0 autumnaldis 50,0
Coromandel 43 25 58,1 <Lcterohaemornhagiae23,?2
Cruzeiro de Fortaleza 18 17 94,4 autumnaldis b4, 4
Esmeraldas 58 54 93,1 wolfiL 34,4
Felixlindia 38 36 94,7 wolffL 68,4
Formiga 28 28 100,0 wolf4d 78,5
Guimarania 21 20 95,2 wolf4d 76,1
Ituivtaba 72 45 62,5 autumnaldis 26,3
Jequerei 10 7 70,0 bratislava 40,0
Joao Pinheiro 17 15 88,2 baftum 58,8
Jose de Melo 16 14 87,5 bratislava 56,2
Lagoa Formosa 25 23 92,0 wol{4L 52,0
Luz 10 5 50,0 autumnalis 50,0
Montes Claros 25 24 96,0 wolfil’ 68,0
Pains 26 24 92,3 dbufembo 50,0
Patos de Minas 22 g 50,9 autumnalis 31,8
Ponte Nova 10 3 30,0 pomona 66,6
Ribeirio das Neves 49 43 87,7 wolfid 40,8
Santa Luzia 20 12 60,0 autumnalis 25,0
Santa Vitoria 83 79 95,1 auiumnaldls 51,8
Sao Pedro do Suassui 26 26 100,0 ballfum 57,6

Total 770 635 82,4 =
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QUADRO IV

Percentagens de reagentes a MAR para Leptospira em 770
soros de suinos em Minas Gerais abatidos em Belo Hori

zonte, no periodo de 1974/75.

Positivos

Sorotipos

N©Q %
patoc Syegn T 2
autumnalis 297 38,5
wolf 44 : 258 33:5
batlum 245 32,9
butembo 212 27,5
bratislava 174 22,6
bataviae 127 16,4
javanica 107 13,9
ictenohaemonrhagiae 99 12,8
p@mona 82 10,6
tarassovi Tid 16,4
canicola 67 8,7
gryppotyphosa 57 7,4
australis 39 . 50
pyiogenes 38 4,9

panama 11 a 1,4
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FEV

Fig. 2 - Leptospiras em corte de congelacao- de rim
de suino atraves da imunoflucrescencia di-
reta. Aumento de 400X e dois minutos de ex-

posigao.
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Sensibilidade e especificidade da

QUADRO VII

L. patoc amostra

Patoc I como antigeno de triagem pelo teste de MAR

para suinos, calculados em 770 soros

36

Sorotipos Sensibilidade Especificidade
% %
Leterohaemornhagiae 93,9 25,1
- favanica 96,2 25,7
candicola 9553 2453
baflum 93,8 30,4
puyhogenes LA 2858
butembo 89,1 27,2
autumnalis ABS 29,1
australis 82,0 22,9
bratislava 89,6 26,3
pomoena 92,4 24,4
ghippotyphosa 96,4 .7 e
wolf4L 94,1 38,8
bataviae 94,4 26,1
tanrassovi 75 43 225
panama 81,8 2257
¥ 90,6 26,2




5. Discussdo
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Pelos resultados encontrados no presente tra-
balﬁo, observa-se que as infecgses em suinos por lep-
tospiras sao bastante difundidas no Estado de Minas Ge-
rais, pois dos 26 municipios de origem dos soros, todos
apresentaram animais reagentes ao teste de MAR., Dentre
770 soros examinados, 635 (82,47Z) mostraram-se positi-
vos para um ou mails sorotipos, com titulos aglutinantes
variando de 1:100 ate 1:6400,

A alta freqlencia (82,4%) de aglutininas anti
-leptospira comparado com 29,17 encontrado por BARBOSA
(1962) em 86 soros de suinos e 11,9% por REIS & cols.,
(1973) em 124 suinos, pode ser atribuido a diferencas
de local, titulo minimo das reagaes, tipo de amostra e
método de mirroaglutinacao.

0 sorotipo autumnalis, com 297(38,5%) reacgoes
positivas, foi predominante.,(Quadro IV), Como pode ser
observado no Quadro III ocorreu variagoes de sorotipos
entre os diversos municipios estudados. Esta variaggo

de freqllencia para cada sorotipo depende da area pes-



39

quisada. Por exemplo, os dados europeus de ALSTON &
BROON (1958) demonstraram que a L. autumnalis foi res-
ponsével por grande numero de infecgaes em suinos., Ja
em Sao Paulo, em duas epocas diferentes em condigaes de
matadouros, SANTA ROSA & cols. (1962a) e SANTA ROSA &
cols, (1973b) encontraram, respectivamente, L. Lctfeno-
haemornhagiae e L., pomona.como especies mais prevalen-
tes.

Tambéem no Quadro IV pode ser verificado que
o sorotipo wolif4L foilmuito freqlente, apresentando 258
(33,5%) reacces positivas em 770 soros testados. Chama
a atencao da possibilidade da egistancia de suinos em
promiscuidade com bovinos, por ser este sorotipo comum
nesta espécie animal (SANTA ROSA & cols., 1969/70).

0 sorotipo baffum, o terceiro em freqllencia
no presente inquerito (Quadro IV) foi isolado de suinos
por KMETY & cols. (1956) na Tchecoslovaquia e responsa-
bilizado por infeegSes humanas na ¥Franca, Espanha, Iu-
goslévia e Porto Rico como relataram ALSTON & BROOM
(1958), £ importante notar que os suinos usados neste

trabalho eram aparentemente normais, porém, poderiam es-~

tar funcionando como fontes de infecgao. De fato, este
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seria, ainda, o papel mais importante destes suinos na
saude publica pois, na qualidade de portadores de L,
baflfum, poderiam infectar os homens que com eles lida-
ram.,

Ainda no Quadro IV vexifica-se que o sorotipo
butembo com 212 (27,5%) feagaes positivas com titulos
de ate 1:400, deve participar como uma das especies im-
portantes provoccando infecggo de suinos em Minas Gerais.
A inexisténcia ou as raras atribuicoes a L.butembo como
causa de infecgao nos suinos, talvez se deva ao fato da
maioria dos autores nao incluirem este sorotipo em suas
baterias de ant{genos.

Os sorotipos bhatiéﬂava e ausitralis perten-—
centes ao sorogrupo qudiralis, tem sido responsabiliza-
do em varios levantamentos sorolagicos como causa de
infecgﬁo em suinos(XEAST & cols,., 19563 CASTRO & cols;,
1962; SANTA ROSA & cols., 1962a). No presente trabalho,
a baixa freqﬂancia de reagaos positivas para o sorotipo
australis e os baixos titulos apresentados pelo soroti-
po bratislava, possivelmente poderiam ser atribuido a
infecgses esporﬁdicas ou afinidades antiganicas.

A participacao des sorotipos bataviae e java-
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nica foi bastante expressiva apresentando 127 (16,4%Z) e
107 (13,9%) reagoes positivas, respectivamente, Embora
nao sejam habitualmente considerados importantes na epi
demiologia da leptospirose suina sao encontrados, as
vezes, em levantamentos sorologicos apesar de serem em
menores percentagens (KISZEL & FUZI, 1957; SALMINEN,
1958; BABUDIERI, 1959; SANTA ROSA & cols., 1973b). Os
dados encontrados sugerem um aumento do nUmero de por-
tadores de L. bataviae e L. favanica em nosso meio.

A L., {cierohaemornrhagiae nao muito freqllente
na especie su{na, ja foi isolada e evidenciada atraves
de provas de soroaglutinagzo por SANTA ROSA & cols.,
(1962a), MICHNA & CAMPBELL (1965), RYU & cols. (1972),
McERLEAN (1973a) e McERLEAN (19735). Com uma freqllencia
de ?9 (12,8%) reacgoes positivas, sugere que este soroti-
po tem aumentado de importancia nas criagSes_de suinos,
como também em saude publica, poils & o agente etiologi-
co da conhecida "doenga de Weil".

Nas infeches dos suinos por leptospiras o
sorotipo pomona tem sido observado desde longa data
atraves de provas scrologicas (VAN DER HOEDEN, 1958;

BRAVO & cols,.,, 1968; LICERAS DE HIDALGO, 1970; SANTA
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ROSA & cols., 1973b)., O Indice de 82 (10,6%) reagentes
positivos na presente investigagao, com titulos agluti-
nantes ate 1:6400 para esse sorotipo, permite equilatar
a importgncia do mesmo na epidemiologia das leptospiro-
ses suina, Sabe-se hoje que, animais infectados com es-
te sorotipo, representam uma fonte de disseminagao para
outros rebanhos suinos. Este fato se reveste de impor-
taqcia, pois em nossas condigaes, por exemplo, este so-
rotipo ja foi isolado em surtos de abortos suino no Es-
tado de Sao Paulo (SANTA ROSA & cols., 1962b e SANTA
ROSA & cols., 1972a), zona de criacao exportadora de
reprodutores, Exliste, portanto, razoes para se pensar
na necessidade de exames para leptospira de animais que
serao importados de outros estados.

Outros sorotipos como a L. farassouvdi e L.
canicola tem sido responsabilizados por infeccoes em
suinos atraves de pesquisas sorolagicas (MICHNA &
CAMPBELL, 1969 e SANTA ROSA & cols., 1962a5 como também
isolados em casos de abortos e gu{nos aparentemente
normais (GUIDA, 1958; GUIDA, 1959 .« SANTA ROSA & cols.,

1962a), A freqﬂancia de reagSes positivas dos sorotipos

tanassovi 77 (10,0%) e canicola 67 (8,7%) no presente
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trabalho se assemelha as freqléencias encontradas pelos
autores citados anteriormente., Diante destas considera-
coes pode-se salientar a importancia desta zoonose,
particularmente a produzida pela L. canicola, como
alerta as autoridades sanitarias da possibilidade de
se tornar problema de saude pﬁblica, principalmente pa=-
ra os individuos que trabalham em contato direto com
carcacgas de suinos,

Os sorotipos gadppotyphosa, pyrogenes e
panama, apresentaram baixos Indices de reagoes positi-
vas, possivelmente em decorréncia de infecgaes espora-
dicas. Vale lembrar, entretanto, que estes sorotipos j£
foram diagnosticados em outros inquéritos sorolagicos
(SANTA ROSA & cols., 1962b; CASTRO & cols., 1962; SANTA
ROSA" & cole., 1973b).

As tentativas de isolamentos através de ino-
culacao em hamster e semeadura em meio semi-solido de
Fletcher foram negativas, A dificuldade encontrada na
presente investigaggc e tambénm pela maioria dos autores
em se conseguir isolar leptospiras, talvez se deva aos
seguintes fatos: infecgao provecada por um numero pe-

queno de bacterias, leptospiras mortas devido a idade
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dos animais ou uma reagao imunologica local (MICHNA &
CAMPBELL, 1969) que no ato de trituraggo dos fragmentos
de rins facilitaria uma combinagﬁo antigeno-anticorpo,
diminuindo com isto, a chance de se encontrar leptospi-
ras livres e vivas para o isolamento. O tempo gasto da
colheita do material até a inoculacao em animais ou em
meios de cultura, nao e de grande importancia, pols foi
demonstrado por MICHNA (1959), que em material macerado
a temperatura ambiente as leptospiras permanecem ativa-
mente moveis e viaveis por um a tres dias,

Dos hamsters inoculados com macerados de rins
tres apresentaram, 30 dias apas, tftulos aglutinantes
(1:100) para os sorotipos auiumnalis, ballum e pomona
no teste de MAR, Este fato de se consegulr demonstrar
aglutininas anti-leptospira no soro sangﬂineo de ani-
mais inoculados, serve como demonstracao da presenga de
bactéria, apesar do insucesso no isolamento (FENNESTAD
& BORG-PETERSEN, 1961). Todavia, ¢ necessario um nimero
ninimo de microrganismo capaz de estimular no animal
inoculado uma resposta imunologica. Isto pode ser ob-
servado, pois dois soros de hamsters inoculados com

rins de suinos positivos a IFD (Figura 2) foram negati-
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vos aos testes de MAR ( Quadro VI ),

No presente trabalho observou-se a nao especifi
cidade apresentdda pela técnica de IFD, relatada por
MOULTON & HOWARTH (1957); WHITE & RISTIC (1959) e
DACRES (1961) uma vez que foram coradas leptospiras difg
rentes das usadas na preparacao do conjugado, As lep
tospiras coradas pela IFD conservaram a mesma morfologia
filiforme, apenas um pouco mais espessadas, soltas nos
intersticios celulares, nunca em vasos ou tubos renais,
Figura 2. A dificuldade em diferenciar as leptospiras,
quando em pequeno niumero, de artefatos ( BOULANGER &
ROBERTSON, 1961) foi, também, observado enm algumas pre
paragoes no presente trabalho, pois ém cinco casos em
que os soros de sulnos eram negativos ao teste de MAR,
seus rins correspondentes foram positives 3 IFD, Este
fato poderia ser atribuido também a infecgoes recentes
ou a reacgoes cruzadas com outros microrganismos, Os 19%
de reacoes positivas demonstrados pela técnica de IFD
neste trabalho, evidenciam a eficié€ncia da mesma, fato
ja relatado por SHELDON (1953); COFFIN & MAESTRONE (1962)
MAESTRONE (1963); SMITH & cols., (1966) e SEUK & SEO

(1973), para demonstrar leptospiras em tecidos animais,
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Virios autores relataram a eficiencia do uso
da L, patoc amostra Pafoc I como antigeno de triagem
no diagnostico das leptospiroses humanas, através de
imunofluorescéncia indireta (TORTEN & cols,, 1966); a
glutinacao microscopica (GALTON & cols,, 1957 e CORREA,
1969/70) ou fixagao de complemento (STURDZA & ELIAN,
1961 e PINTO & cols,, 1974) eliminando, desta forma ,
a necessidade de uso de grande numero de sorotipos Pa

ra fins de diagnostico,

A L, patoc amostra Patoc I aprecsentou, nes
te trabalho, 90,6 7 de sensibilidade e 26,2 7 de espe
cificidade em media, Devido a esta diferencga, isto
é, alta percentagem de sensibilidade e baixa de especi
ficidade, o uso desta leptospira como antigeno de tria

gem, poderia acarretar um numero muito grande de fal

sos positivos e falsos negativos mno diagnostico de lep

tospirose em suinos, Esta diferenca existente entre
a sensibilidade e especificidade torna a L, patoc ina
dequada para uso no teste de MAR como antigeno poliva

lente, o que concorda com ADAMIANO & BABUDIERI (1968)
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e SANTA ROSA & PINTO (1974) que desaconselham o uso des
ta leptospira como antigeno de triagem mno diagndstico

de leptospirose animal,



6. Conclusodes
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Os sorotipos de Lleptospira mais freqllentes em suinos
de Minas Gerais foram autumnalis (38,5%), C wolf gL
(33,5%), ballum (32,9%), butembo (27,5%), bratislava
(22,6 ), bataviae (16,4%), javanica (13,9 $),

ictenohaemornhagiae (12,8%) e pomona (10,6%);

dos 26 municipios de Minas Cerais estudados, todos
apresentaram animais reagentes a leptospira, o que
demonstra a grande difusibilidade deste microrganis-

mo, entre os suinos, neste Estado;

nao se isolou leptospiras, entretanto, demonstrou-se
aglutininas anti-leptospiras no soro sangllineo de

hamsters inoculados com macerados de rins de suinos;

a tecnica de IFD nao apresentou especificidade em

corar os diversos sorotipos de leptospiras;

a tecnica de IFD & de elevada eficiencia em demons-
trar leptospiras em cortes de congelacao de rim de

suino;
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6. a L. patoc amostra Patoc I foi inadequada como anti-
geno de t-iagem no teste de MAR para diagnostico das

leptospiroses suina.
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Exames de 770 soros de suinos provenientes de
26 municipios de Minas Gerais, feitos atraves do teste
de microaglutinagao répida (MAR) revelaram 635 (82,4%)
reagSes positivas para um ou mais sorotipos de leptos-
piras com titulos de 1:100 ou maior. Pela freqﬂancia de
soros reagentes positivos aos sorotipos utilizados, foi
observado que o sorotipo aufumnaflis (38,57) foil o de
maior freqlencia, seguido de wol{f4L (33,5%), ballum
(32,9%), butembo (27,5%), bratislava (22,6%), bataviae
(16,4%), favanica (13,9%), Licterohaemonrhagiae (12,8%)
e pomona (10,6%).

Das 100 amostras de rins de suinos examinadas
pela tecnica de imunofluorescencia direta (IFD) 19(19%)
foram positivas para leptospiras. As tentativas de iso-
lamentos foram negativas. Entreténto, tres hamsters
inoculados com macerados de rins de suinos, apresenta-
ram titulos aglutinantes (1:100) no teste de microaglu-
tinacao rapida para os sorotipos ba££um; autumnalis e

pomona.
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0 estudo comparativo entre as reagaes de mi-
croaglutinagao ripida com leptospiras patogEnicas e a
L. patoec amostra Patoc I no diagnosticn das leptospiro-
ses suinas revelou uma irregularidade estatistica entre
a sensibilidade (90,6%) e especificidade (26,2%) desta
. amostra, nao sendo aconselhado o uso da L. patoc amos-
tra Patoe 1 como antigeno de triagem no diagnostico das

leptospiroses suina.
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Sera obtained from 770 swine in 26 counties
of the State of Minas Gerais, Brazil, were examined by
the rapid microscopic agglutination test, There were
635 (82.4%) positive reactions for one or more
leptospiral serotypes at dilutions of 1:100 or higher.
Based on the frequency of positive reacting sera for
the utilized serotypes, the serotype aufumnalis (38.5%)
was the most frequent, folloﬁed by wol44L (33.57%),
ballum (32.9%), butembo (27.5%), bratislava (22.6%),
bataviae (16.4%), javanica (13.9%), Lctenohaamonnhagidé
(12.8%Z) and pomona (10.6Z).

0f the swine kidney samples examined by the
direct immunofluorescence technique 19% were positive
for inoculated with ground samples from swine kidneys
had agglutinating titers (l:lOb) in the rapid
microscopic agglutination test for the serotypes baffum, .
autumnalis and pomona.

The comparative study between the rapid
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microscopic agglutination reactions with pathogenic
leptospiras and‘with the L. patoc strain Pafoe I in the
diagnosis of swine leptospirosis revealed a statistic
irregularity between the sensitivity (90.6%) and
specificity (26.2%) of this =strain, as a screening
antigen. Based on these results, L. pafoc strain Patoc
I would not be recommended as a screening antigen for

the diagnosis of swine leptospirosis.
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