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Infeccdo experimental em suinos jovens com Leptospira interrogans sorovar wolffi:
determinacao de parametros bioquimicos

Experimental infection by Leptospira interrogans serovar wolffi in young pigs: Determination of
biochemical parameters

José Carlos Rende' Everlon Cid Rigobelo' José Moacir Marin' Fernando Antonio de Avila'"

RESUMO

Um estudo sobre infeccdo experimental foi
realizado em oito suinos, com idade média de 90 dias, machos
castrados, da raca Wessex, e distribuidos em dois grupos de
quatro suinos cada. Durante 36 dias, foram analisadas as
alteragdes bioquimicas nos soros dos suinos dos dois grupos.
O Grupo | foi mantido como testemunho e recebeu 5,0mL de
solucdo fisiolégica estéril por via intravenosa (veia cava
craniana) e, no Grupo Il, os suinos foram inoculados pela
mesma via com 5,0mL de cultura de Leptospira interrogans
sorovar wolffi , amostra L-10 selvagem isolada de tatu (Dasypus
novemcinctus), contendo 1,0 x 108 leptospiras mL2. A partir
do terceiro dia apés a inoculagéo e em intervalos de 72 horas
até o décimo oitavo dia, foram feitas coletas de sangue, sem
anticoagulante, dos animais inoculados e testemunhas. Os
parametros bioquimicos analisados foram: bilirrubina total,
direta e indireta, acidos graxos, glicose e proteinas plasmaticas.
Foi detectado um aumento da bilirrubina direta no terceiro
dia e um aumento no sexto dia da bilirrubina total e indireta
ap6s a inoculagdo. As dosagens de glicose, &cidos graxos e
proteinas plasmaticas apresentaram uma diminuigdo a partir
do terceiro dia da inoculagdo. Com os resultados obtidos,
pode-se concluir que o aumento das taxas de bilirrubinas levam
a uma definicdo de um diagnéstico de hemdlise aguda, e que
a hipoglicemia, a hipolipidemia e a hipoproteinemia podem
estar relacionadas com lesGes hepaticas e a uma
septcemia.Todas as dosagens em todos os animais retornaram
aos seus valores normais a partir do décimo quinto dia.

Palavras-chave: Leptospirose, suinos, infecgdo experimental,
testes bioquimicos.

ABSTRACT
Eight, 90 days old pigs, of the Wessex lineage all

castrated male were used in experiment, divided into two groups
of four animals. Biochemical alterations in the serum of the

animals were analyzed in both groups during 36 days. Control
(Group 1) received 5.0mL of a 0.9% sterile sodium chloride
solution by intracranial vein injection; Group Il animals were
inoculated by the same way with 5.0mL of a cell culture
containing 1.0x10%cells mL* of Leptospira interrogans sorovar
wolffi, wild strain L-10, isolated from a wild especies of brazilian
“armadillo” (Dasypus novemcinctus). Three days after
inoculation, blood was collected without anticoagulant; the
same process was repeated at 72 hours intervals during eighteen
days in both, control and experimental groups. Quantitative
biochemical parameters were direct, indirect and total bilirubin,
fatty acids and serum proteins. The experimental animals
showed an increase of direct bilirubin three days after
inoculation. Increases in indirect and total bilirubin were, also,
observed after six days. Glucose, fatty acids and serum proteins
decreased after the third day of inoculation. In conclusion, the
increase in bilirubin levels could be due to acute hemolysis;
hypoglycemia, hypolipidemia and hypoproteinemia that could
be related to hepatic lesions and septicemia. All parameters
returned to normal levels after fifteen days, in all animals tested.

Key words: Leptospirosis, swine, experimental infection,
biochemical tests.

INTRODUCAO

A leptospirose é uma doencga zoonética
causada por bactéria da familia Leptospiraceae, género
Leptospira, que pode ser encontrada em varias partes
do mundo. Ainfeccao por leptospiras tem sido relatada
em seres humanos, bovinos, suinos, eqliinos, caprinos
cdes, roedores e em diversas espécies de animais
silvestres no Brasil e no mundo (SCHENCK, 1976;
TRAGLIABUE & FARINA, 1995).
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De acordo com OLIVEIRA (1988), a
leptospirose é uma doenca de manifestacéo aguda entre
0 terceiro e o décimo quarto dia ap6s a infeccdo.
Segundo RAMOS et al. (1981), essa doenca pode-se
tornar cronica apos esse periodo e, nos tltimos 30 anos,
0s suinos tém sido apontados como 0s mais
importantes animais domésticos portadores de
leptospira, sendo responsabilizados por ocorréncias
epidémicas no homem e em outras espécies domésticas.

KiNGSCOTE (1986) relatou que Leptospira
interrogans sorovar pomona poderia ser considerado
0 mais importante agente de problemas relacionados
com falhas reprodutivas dos suinos; no entanto,
POWER (1991), OLIVEIRA etal. (1994), GIRIO etal.
(1998) e SCHONBERG et al. (2000) citam como
causadores desses transtornos os sorovares bratislava
e icterohaemorrhagiae. Varios estudos sdo
encontrados na literatura sobre infeccéo experimental
em suinos com diferentes sorovares leptospiras.
BURNSTEIN & BAKER (1954), WOODS et.al., (1962),
STALHEIM (1973) induziram infec¢do com o sorovar
pomona, HANSON et al. (1971) com o sorovar
gripotyphosa, FARINA et al. (1977) com o sorovar
bratislava e INZANA & DAWE (1979) com o sorovar
autumnalis.

Em suinos, dosagens bioquimicas no
sangue envolvendo bilirrubinas, glicose, acidos graxos
e proteinas plasmaticas em resposta a infeccdes
experimentais por leptospira sdo escassas na literatura.
Segundo MORAIS et al. (2000), as dosagens
bioguimicas no sangue podem auxiliar no diagnéstico,
prognéstico e no tratamento de animais. De acordo
com COLES (1984) e DOMAS & WU (1991), a
determinacdo das bilirrubinas representam um
parametro para detectar hemdlise aguda.

Considerando a alta incidéncia do sorovar
wolffi relatada apds um levantamento soroldgico, em
suinos com histérico de falhas reprodutivas, realizado
em Minas Gerais por AVILA et al. (1977), o presente
trabalho teve como objetivo relacionar os resultados
bioquimicos com a infeccédo induzida por esse sorovar.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados, no presente experimento,
oito suinos da raga Wessex, machos castrados com
aproximadamente 90 dias de idade, mantidos durante
todo o experimento em baias cobertas e cimentadas.
Os animais foram alimentados com ragéo (+0,8kg
suino dia?) e submetidos a idénticas condicGes
usuais de manejo em suinocultura. Antes de se iniciar
0 experimento, todos os animais foram submetidos a
exames clinicos e soroldgicos (leptospirose, brucelose
e toxoplasmose). Os animais foram distribuidos em dois

grupos de quatro suinos cada: Grupo | — suinos-
testemunho e Grupo Il — suinos-teste. O Grupo | foi
mantido como testemunho e recebeu 5,0mL de solucéo
fisioldgica estéril por via intravenosa (veia cava
craniana) e, no Grupo Il, os suinos foram inoculados
pela mesma via com 5,0mL de cultura de leptospira
sorovar wolffi, amostra L-10 selvagem isolada de tatu
(Dasypus novemcinctus), contendo 1,0 x108 leptospira
mL™,

Amostras de sangue (5,0mL) dos suinos
dos dois grupos foram obtidas por puncéo venosa da
veia cava craniana, utilizando agulhas estéreis e tubos
a vacuo estéreis sem anticoagulante, devidamente
identificados, a partir do terceiro dia ap6s a inoculacdo
até o décimo oitavo dia, com intervalos de 72 horas
entre cada coleta. Das amostras de sangue, foram
obtidos soros e estes foram centrifugados sob
refrigeracdo a 1.500r.p.m. durante 15 minutos. As
amostras de soros foram colocadas em frascos de 5,0mL
estéreis e armazenados em congelador a -20°C até o
momento das andlises.

As amostras de soros dos animais do Grupo
11 foram submetidas as seguintes dosagens: bilirrubina
total e direta utilizando a técnica colorimétrica de SIMS-
HORN - Kit Labteste; cidos graxos, segundo a técnica
de DOLE & MEINERTZ (1960); glicose, pelo método
enzimatico —glicose oxidase —Kit Labteste e proteinas
plasmaticas determinadas pelo método do biureto —
KIT Labteste.As mesmas dosagens foram realizadas
nos soros dos animais do Grupo | - testemunhos.

A analise de regressdo linear (P<0,5)
comparou os resultados dos testes bioquimicos entre
0s suinos do Grupo Il inoculados com leptospira
sorovar wolffi e os suinos do Grupo | inoculados com
solucdo fisioldgica estéril.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na figura 1, sdo apresentados os resultados
obtidos para a dosagem da bilirrubina total, direta e
indireta, nos suinos do Grupo I, inoculados com
solugdo fisiologica estéril e nos suinos do Grupo Il
inoculados com o sorovar wolffi. Pela analise dos
dados, pode-se verificar um aumento significativo da
bilirrubina total nos suinos do grupo inoculado
comparado com os valores da bilirrubina total dos
suinos do grupo testemunho. A partir do nono dia, nao
houve diferenca significativa entre os testes de
bilirrubina total dos dois grupos, cujos valores ficaram
total, no sexto dia, nos animais infectados esta de
acordo com BACILA (2003) e BUSH (2004), que
relataram uma hiperbilirrubenemia associada a uma
hemdlise aguda grave e hemopatias infecciosas.
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Figura 1 - Bilirrubina total, direta e indireta em suinos-testemunho e nos submetidos a inocul¢do endovenosa com sorovar wolffi.

Na figura 1, também sdo apresentados os
resultados obtidos para a dosagem de bilurrubina direta
nos suinos dos Grupos | e Il. Com relagéo ao Grupo Il,
observa-se um aumento nos niveis de bilirrubina direta
no terceiro dia apds inoculacdo, 0s quais voltaram aos
valores iniciais a partir do sexto dia, ndo havendo mais
alteracbes quando comparados com os valores dos
suinos do Grupo |. Esse aumento de bilirubina direta
no terceiro dia, observado nos suinos do Grupo I,
pode ser devido a uma hemdlise, o que indica que o
figado ndo apresenta nenhuma lesdo e sugere uma
eficiéncia na conjugacéo hepatica da bilirrubinacom o
acido glicurdnico, o que esta de acordo com MURRAY
et al. (2000), que relataram que, quando ha lesGes
hepéticas, essas provocam danos nas células hepaticas
parenquimatosas, dificultando a conjugacéo.

Quanto aos valores de bilirrubinas indiretas,
pode-se observar que, entre o inicio do experimento e
o terceiro dia, houve uma diminuigéo seguida de um
aumento dos niveis no sexto dia, nos animais
inoculados com o sorovar wolffi e que, a partir do nono
dia, foi verificado uma queda nos valores, que se
mantiveram estaveis até o décimo quinto dia. Um
comportamento semelhante foi observado nos suinos
testemunho, entretanto esse aumento da bilirubina

indireta, nesse grupo, foi discreto quando comparado
aos animais inoculados. Essa diminuigdo do nivel de
bilirrubina indireta no terceiro dia apds a inoculagédo
com soro sorovar wolffi estd de acordo com BUSH
(2004), que relatou que, apds uma hemolise, a
bilirrubinemia indireta ndo é aparente nas primeiras
horas. O aumento acentuado da bilirrubina indireta no
sexto dia parece indicar uma hemdlise excessiva, 0 que
esta em acordo com BRETCHER & BESSIS (1972) e
BESSIS (1973). Esses autores relataram que algumas
toxinas bacterianas provocam alteracdo no metabolismo
dos carboidratos das hemacias com uma conseqiente
diminuicdo de ATP. Essa seria uma possivel explicacdo
para a perda da motilidade do sistema contratil da
membrana das hemacias. Também, segundo
THOMPSON & MANKTELOW (1986), essa perda de
motilidade provoca uma alteracdo na morfologia do
eritrdcito, passando de disco bicdncavo para uma forma
esférica (esferocitose). Essa anormalidade resultaria na
deteccdo e remocdo das células esferociticas, pelo
sistema reticulo-macréfago (bago, figado, medula
0ssea), onde seriam destruidas com liberacdo de
hemoglobina, que seria transformada em bilirrubina.
Na figura 2 estdo os resultados das
dosagens de acidos graxos nos suinos dos dois
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Figura 2 - Concentracdo de cidos graxos em suinos jovens inoculados e ndo-inoculados com sorovar wolffi.

grupos. Observa-se uma queda dos niveis de acidos
graxos nos suinos inoculados, enquanto nos suinos
do grupo testemunho ha uma queda e logo em seguida
uma elevagdo, sendo o maior valor detectado no décimo
segundo dia. A diminui¢do dos &cidos graxos nos
suinos inoculados com o sorovar wolffi esta de acordo
com MURRAY et al. (2000), que relataram que uma
hipolipidemia é secundaria a uma hipoglicemia.

Na figura 3, verifica-se que os niveis de
glicose apresentam uma diminuicdo até o terceiro dia
apos a inoculagdo, seguida de aumento constante até

ultrapassar, no décimo quinto dia, os valores iniciais.
No grupo testemunho, também verificou-se uma queda
das taxas de glicose, seguida de aumento a partir do
terceiro dia, atingindo o valor maximo no nono dia e
diminuindo a valores menores do que os iniciais entre
0 décimo segundo e o décimo quinto dia. A hipoglicemia
observada esté de acordo com LATIMER et al. (2003),
que relataram a ocorréncia de um aumento do consumo
de glicose pelos tecidos, em caso de septicemia.

As dosagens de proteinas plasmaticas estao
mostradas na figura 4. N&o foram verificadas alteractes
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Figura 3 - Comparativo do teor de glicose em suinos jovens inoculados e ndo-inoculados com sorovar wolffi.
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Figura 4 - Teor de proteinas plasmaticas em suinos jovens inoculados e ndo-inoculados com sorovar wolffi.

significativas nos niveis de proteinas plasmaticas,
apesar de haver uma diminuicdo no terceiro dia, nos
suinos do Grupo Il, apds a inoculagdo com sorovar
wolffi. Essa hipoproteinemia nos animais inoculados,
poderia estar relacionada com uma discreta lesdo
hepética, que pode ter sido provocada pela infec¢do
leptospirica (BURTIS & ASHWOOD, 1998). BUSH
(2004) relata que, em casos de septicemia e bacteremia,
pode haver um aumento da permeabilidade capilar que
permite o extravasamento de albumina para
compartimentos extravasculares, o que possivelmente
poderia comprovar a septicemia ter comegado no
terceiro dia neste experimento.

CONCLUSOES

Pode-se concluir que o modelo de inducéo
de leptospirose mediante a inoculacdo intravenosa do
sorovar wolffi mostrou-se efetivo. As variagfes
bioquimicas no sangue dos suinos inoculados com
sorovar wolfii foram: hipolipidemia, hipoglicemia e
hipoproteinemia, sugerindo uma lesdo hepatica e
septicemia bacteriana. Ahiperbilirrubinemia pode indicar
que a principal causa da toxidade do sorovar wolffi,
neste trabalho, é uma anemia hemolitica grave.
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