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RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo avaliar as técnicas de imunoperoxidase indireta
comparativamente a impregnacdo pela prata (Warthin Starry), e isolamento bacteriano em
hamsters, visando sua utilizacdo em tecidos provenientes de animais suspeitos de leptospirose.
Foram utilizados 60 hamsters adultos distribuidos em grupo A constituido por 40 hamsters
inoculados com aLeptospira pomonae grupo B composto por 20 animais ndo inoculados. Osanimais
de ambos grupos foram submetidos ao isolamento bacteriano, imunohistoquimica em cortes e
impresséesem laminas, coloragdo através datécnicade Warthin Starry e através dacoloracéo pela
Hematoxilina-Eosina. Astécnicasimunohistoquimicasapresentaram elevadasensibilidade (100%)
eespecificidade (100%) em detectar o agente nostecidos renais dos hamsters infectados, entretanto
em cortes histoldgicos a preservagdo da arquitetura celular favoreceu a integridade estrutural do
antigeno quando comparados as impressfes em laminas. A técnica de Warthin Starry também
apresentou elevada sensibilidade, embora néo seja considerada técnica sorovar especifica. Com
cercade 77,5% de amostras positivas, resultados de cultivo apresentaram-se inferiores as técnicas
descritas acima quanto a sensibilidade em detectar leptospiras provenientes de tecidos renais.
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ABSTRACT

EVALUATION OF THE IMMUNOPEROXIDASE TECHNIQUE AS A DIAGNOSTIC RESOURCE
INANIMAL LEPTOPIROSIS. Theindirectimmunoperoxidase technique wasevaluated comparatively
to the silver impregnation technique (Warthin Starry) and bacterial isolation in hamster aiming at
their use on tissues of leptospirosis-suspected animals. Sixty adult hamsters were divided in group
A corresponding to animals inoculated with Leptospira pomona and group B to 20 non-infected
animals. Kidneys of all animals were submitted to bacterial isolation, immunohistochemistry in
paraffin embedded kidney section and glass slide imprints, and Warthin Starry and Hematoxilin-
eosin staining. The immunohistochemistry techniques demonstrated high sensivity (100%) and
specificity (100%). Compared to slide imprints, in tissue sections the preservation of the cellular
architecture was maintained as well as the structural integrity of the antigen. High sensivity and
specificity were also observed in the Whartin Starry technique although it is not considered to be
a serovar specific technique. Positive culture results were obtained in 77.5% of the samples
demonstrating lower sensivity compared to the other techniques.
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INTRODUCAO

A leptospirose é umazoonose de ampladistribui-
cdo geogréfica que acomete animais e 0 homem, cau-
sada por uma espiroqueta do género Leptospira e
representadas pelas espéciesLeptospirainterrogans,L.
inadai, L borgpetersenii, L. kirschneri, L. noguchii, L.
santarosai e L. weilii (patogénicas), L. fainei, L. alexandri

L. meyeri, L. wolbachii e L. biflexa (sapréfita). Estas
modifica¢bes ainda ndo foram totalmente reconheci-
das pelos subcomités de classificacdo taxon6mica
para Leptospira (Ramapass apud Lee et al., 2000; PLank
& Dean, 2000).

Entreasespéciesde interesse econdmico 0s suinos
ebovinoscaracterizam-se como principaisresponsa-
veispeladisseminagdo dadoengaentre o homeme os
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animais. Os sorovares mais freqientemente encon-
trados nesses animais sdo pomona, canicola,
icterohaemorrhagie e hardjo. Presentes de forma
isolada ou em conjunto, determinam graus variados
de lesbes nos tecidos infectados (Morse et al.,, 1957;
MicHNA & Campeer, 1969; ELuis, 1976a; Arriaca et al.,
1982; Prescortr et al., 1988; Nacy, 1993).

As alteragbes celulares decorrentes da presenga
das leptospiras em tecidos de eleicdo do agente como
rins e figado, podem ser visualizadas através da
prova de Hematoxilina Eosina. Nos rins, os tubulos
distaise proximais podemseapresentar dilatadosem
presencade edema intersticial proeminente, sobretu-
do na juncéo cortex-medula. Areas com infiltrados
inflamatoériosincluem linfécitos, histidcitos, e poucos
eosinofilos em alguns casos em volta dos glomérulos
(BriTo, 1968).

A resposta humoral é o principal mecanismo de
defesa contra a leptospirose. No inicio da infeccéo,
imunoglobulinas dotipo IgM séo sintetizadas parao
controle da infeccdo. Ap6s véarios dias, um segundo
grupodeimunoglobulinas, as IgG provocam lise das
leptospirascirculantes através daopsonizacgao resul-
tando naremissao dossinaisclinicos,sendoverificado
no entanto persisténcia do agente nos rins e trato
reprodutivo, podendo ser eliminadas na urina por
varios meses apos a infecgdo. (Costaet al., 1981; FAINE,
1994; ALt & Bouin, 1996).

O diagnéstico da leptospirose animal tem como
base de investigacdo os aspectos clinicos,
epidemioldgicos, e provas laboratoriais. (SANTA Rosa,
1970; MicHNA & CampeeLL, 1969).

Atécnicasdeimpregnacao pelapratacomoatécnica
de Levadite e a Warthin Starry séo utilizadas rotineira-
mente na identificacio de alguns tipos de espiroquetas;
entretanto alguns inconvenientes como problemas de
estabilidade dos reagentes, custoelevado, falhasemiden-
tificar microorganismos ou seus produtos antigénicos
principalmente quandoemmeiointracelularecoloragao
deestruturas ndo identificadas como leptospiras, podem
limitar sua utilizacao (Auves, 1987; Scanziani et al., 1989).
Alguns autores, entretanto, referem 6tima estabilidade,
menor custo e tempo no processamento da técnica de
Warthin Starry quando comparada a outras provas
argénticas (Aeou & SLEIGHT, 1965; TRIPATHY & Hanson,
1974; Briro, 1996; MicHiMA & CampeerL, 1969).

A imunohistoquimica tornou-se em curto espago
de tempo recurso diagnoéstico paraa identificagdo de
constituintes teciduais ou celulares através da
interacdo antigeno-anticorpo. Tais anticorpos
marcadosatravés de suaconjugagdocomenzimas, ou
substancias fluorescentes, permitem localizar
determinantes antigénicos em tecidos fixados e
processados por métodos convencionais (NAKANE &
Pierce, 1966; Avrameas, 1970), sendo igualmente
adequadosem cortes, esfregacos ou cultivo de tecidos

(WACHSTEIN & MEIsEL, 1964; Kurstak, 1971; HEYDERMAN,
1979; Hsu et al., 1981; Gimeno, 1995).

As técnicas que utilizam enzimas (peroxidase)
como marcador geralmente tem custo menoselevado,
sendopossivelavisualizacdodoagentemesmoquando
este se apresenta fragmentado ou em presenca de
outras bactérias, desde que a fixagao tenha sido feita
de forma correta, sendo uma técnica alternativa a
utilizagdo da imunofluorescéncia que pode apresen-
tar artefatos decorrentes de substéncias fluorescentes
e qualidade inferior na conservacao morfoldgica dos
tecidos (Mason et al., 1969; Scanziani, 1991).

Apresencadeantigenosleptospiricostantoemcortes
como em impressfes em laminas submetidos a
imunoperoxidase (IPA), foi demonstrado em 22,2% de
material proveniente de impressdes e 94,4% em cortes
histolégicos, os menores percentuais talvez possam ser
justificados pela distribui¢do ao acaso dos antigenos nos
tubulos, o que dificulta, em alguns casos a visualizacao
em tecidos fixados que concentram poucas leptospiras
(Ewsetal., 1983). Entretanto, em outros trabalhos foram
encontrados 100% de positivos em cortes renais de ani-
mais experimentalmente infectados, (Auves et al.,1986).
Scanziant (1991), verificou que a sensibilidade e
especificidade da provaimunohistoquimicafoide 78%e
100% respectivamente, sendo tais resultados superiores
ao cultivo. A IPA pode ser um importante instrumento
paraodiagndstico da leptospirose em bidpsias ou mate-
riais de necropsia submetidos rotineiramente a
histopatologia (ELuset al., 1983; Auves, 1987).

Oobjetivodo presentetrabalho foiaavaliagdo das
técnicasde visualizagdo e o cultivo quando asensibi-
lidade em detectar leptospiras em tecidos renais,
observando as alteragdes teciduais em presenca do
antigeno, assim como visualizar a possibilidade da
imunoperoxidase indireta como recurso diagndéstico
da leptospirose em tecidos de animais com suspeita
clinica da infecgao.

MATERIAL E METODOS
Animais

Como modelo experimental foram utilizados 60
hamsters (Mesocriterus auratus) divididos em 2 grupos,
grupo A infectado com a Leptospira sorovar pomona
alémdogrupo B (controles negativos), ndo inoculados.

Para producédo do anticorpo primario utilizado
nasprovasdeimunoperoxidase, 3coelhos(Orictolagus
cuniculus) foram submetidos a inoculagdes seriadas
com o0 sorovar pomona, Mvyers, 1985; FANg, 1994;
Passos etal., 1988) onde a fracao globulinica utilizada
como anticorpo primario foi separada dos outros
componentes séricos através da utilizacéo de sulfato
de amonio.
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Meios de cultivo

O meio de cultivo Fletcher (Difco laboratories)
em presenca daLeptospira sorovar pomonafoi utili-
zado para provocar a infeccdo experimental nos
hamsters, na hiperimunizacdo dos coelhos e nas
provas de cultivo. O Meio de EMJH (Difco
laboratories) foi utilizado para a manutencéo das
leptospiras utilizadas naabsor¢do com o anticorpo
primario, cujas preparac¢8es seguiram técnica de
SANTA Rosa (1970).

Técnicas utilizadas

Isolamento

Oscultivosforamrealizados segundoatécnicada
pipeta Pasteur, Passos et al (1988). Animais controle
negativos ndo infectados também foram submetidos
atécnicacomoobjetivo de verificar asanidade destes
animais em relacéo a leptospirose.

Hematoxilina-Eosina

Utilizadaparaaobservacaodasalteracdescelula-
resem presenca de leptospiras foi realizada segundo
BeHwmeR et al. (1976).

Técnica argéntica de Warthin Starry

Realizada conforme Younc (1969), foi utilizada
para a visualizagdo direta das leptospiras em cortes
de tecidos renais de hamsters infectados e controles
negativos.

Imunoperoxidase indireta

Foi efetuada conforme ELuis et al, (1983), na pes-
quisa de antigenos de leptospiras em impressoes e
cortes de tecidos renais de hamsters infectados e em
controles negativos (Quadro 1). Em presenca de
substrato a ocorréncia ou auséncia de coloragao foi
identificadacomo positiva (+) ou negativa (-) confor-
me visualizacdo qualitativa observada nas amos-
tras analisadas.

Quadro 1 - Reacdo imunohistoquimica (imunoperoxidase) (para utilizagdo em impressdes ou cortes).

alcool 50% e agua destilada.

por 30min em temperatura ambiente.

6. Lavar com solucéo de lavagem por 2 x 10min.

9. Lavar 2 x 10 min com tampdo lavagem.

no momento do uso.

corrente durante 10 min.

ReagentesS:

- Solucéo lavagem: Tris-PBS 1:8 em salina normal

- Preparacéo do substrato DAB:

1. Remogao da parafinaimergindo as laminas durante cinco minutos em xilol I e xilol I1, &lcool I, 4lcool 95%,
2. Destruir aperoxidase tecidual imergindo as laminasem H O, (aguaoxigenada) a 10% em metanol absoluto

3. Lavar as laminas em solucéo de lavagem por 2 x 10min.

4.Bloquear receptores ndo especificoscobrindo asimpressfesou cortes histoloégicos com soro de suinonormal
(SSN) diluido a 1:20 em Tris-PBS (TRIS em solugdo tamponada de fosfatos) por 15min.

5. Aplicaroanti-sorode coelhoanti-leptospiradiluidoa1:80 emsuspenséo renal de hamsters ndo infectados
com pH 7.6, incubando a seguir em cdmara Umida a 37° C por 30min.

7. Bloguear receptores ndo especificos com SSN por 5 min.
8. Aplicar aimunoglobulina suina anticoelho marcada com peroxidase (DAKO-Sigma Diagnostics) a 1:200
em Tris-PBS 0,01 M em pH 7.6, incubando em cadmara Umida a 37° C por 20 min.

10. Revelar com solugdo-substrato de tetra-hidrocloreto de diaminobenzidina (DAB) por3a5 min preparada

11. Interromper a reacgdo lavando cuidadosamente as laminas em agua corrente durante 5 min.
12. Contracoloragdo com hematoxilina de Mayer (Sigma Diagnostics) por 2 min, deixando a seguir em 4gua

13. Desidratacdo em alcool 50%, 95%, alcool absoluto | e Il e Xilol I e Il.
14. Montagem em resina PERMOUNT (Fisher Chemical-Fisher Scientific)
Obs: Nas impressdes de laminas, sdo eliminadas as etapas 1 e 13

- Preparar a solugéo de H,0,a 10% em metanol absoluto, 30 min antes da utilizag&o.

- Soro de suino normal (ndo reagente a antigenos leptospiricos), preparado a 1:20 em Tris-PBS
- Suspensdo renal de hamsters ndo infectados preparado a 1:5 em Tris-PBS

Solucéo A: Adicionar 6 miligramas (mg) de DAB em 10 mL de Tris-PBS
Solucéo B: Utilizar 10 ni_ de perdxido de hidrogénio (H,0,) em 10 mL de Tris-PBS.

Adicionar 1 mL da solucdo B em 9 mL da solucéo A e utilizar imediatamente na reagéo.
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Em todas as técnicas de visualizagdo os campos
foram observados através de microscopio de Campo
Claro (Carl Ziess) com objetiva de 40X e 100X
(imerséo).

Controle da Especificidade

Objetivando a reducdo de reacgdes inespecificas
que podem ocorrer devido a inespecificidade do
anticorpo ou do método imunohistoquimico, o
anticorpo primario foi diluido em solugdo contendo
suspensao renal de hamstersnormaise pré-incubado
com leptospiras formalizadas antes de ser exposto
aostecidoseimpressdes renais de animais infectados
e controles negativos (ELuset al., 1983; Avves, 1986;
ScHAawm et al., 1975). Da mesma forma procedeu-se a
omissdo do anticorpo primario, sendo o mesmo subs-
tituido por solugdo tamponada de fosfatos (Tris-PBS)
emdeterminadaetapado método imunohistoquimico
(Tavior, 1978; ELuiset al., 1983).

Controles negativos

Hamsters do grupo B, ndo inoculados com
leptospiras e que apresentaram resultados negati-
VvOos em testes prévios de soroaglutinagdo microscoé-
pica.

Analise estatistica

A anélise estatistica foi baseada no estudo da
concordancia dos resultados obtidos na reagdo de
imunoperoxidase frenteao cultivobacteriano através
do coeficiente Kappa, com base em MaCkinnon (2000).

RESULTADOS

A hiperimunizacdo dos coelhos resultou em titu-
losentre 25.600a51.200 referentes ao sorovarpomona,
consideradossignificativosemrelacdoaproducdode
anticorpo primario que foi utilizado no experimento
para deteccdo tecidual de leptospiras.

As alteragbes macroscopicas foram similares na
maioria dos animais e consistiam basicamente de
hemorragias nasais, genitais; em membranas mucosas
etecidosubcuténeo;ictericiaprincipalmenteemrins,
figado, bago e pulmdes; hipertrofia e congestdo de
figado e bago; os rins apresentavam-se hipertroéficos,
congestos e particularmente fridveis. Os animais
controle negativos ndo apresentaram quaisquer
manifestacdes clinicas ou altera¢gdes macroscopicas.

As técnicas de visualizagdo demonstraram 100%
de positivos paraas 40 amostras renais dos hamsters
infectados na fase aguda dainfecgéo, sendo observados,
no entanto, diferengas na intensidade de coloracgédo
nas impressdes e cortes histolégicos dos animais 22
e 37, bem como nas impress@es dos hamsters 25, 27 e
39. Através datécnicade isolamento foram encontra-
dos77,5% deamostras positivasnosrinsdoshamsters
infectados (Tabelal). Oscultivosforamconsiderados
positivos em média 7 dias apo6s a semeadura, ndo
sendo observado em nenhuma amostra analisada a
presenca de microorganismos oportunistas.

A antigeno se apresentava através da técnica de
Warthin Starry como massas de aglomerados de cor
negra ou isoladamente em forma de filamentos prin-
cipalmente no limen eem voltadamaioriadostubulos
contorcidos proximais, apresentando em média dois
tubulos infectados por campo (Fig. 1).

Tabela 2. Resultados das provas da imunoperoxidase indireta (IP1) em impress@es e cortes renais, Warthin Starry (WS)
emtecidosrenaise cultivoem meio semi-solido de Fletcher. Hamsters infectados comLeptospirasorovar pomona, Botucatu,

2003.
Provas
Hamsters Imunoperoxidase Indireta (Ipi) Warthin Cultivo
Impress6es Cortes Starry(W.S.)
1 + + + +
2 + + + +
3 + + + +
4 + + + -
5 + + + +
6 + + + +
7 + + + +
8 + + + -
9 + + + +
10 + + + +
11 + + + +
12 + + + +
13 + + + +
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14 + + + +
15 + + + +
16 + + + +
17 + + + +
18 + + + +
19 + + + +
20 + + + +
21 + + + +
201 +2 +2 + -
23 + + + +
24 + + + +
25 +2 + + +
26 + + + -
27 +2 + + +
28 + + + +
29 + + + -
30 + + + +
31 + + + -
32 + + + +
33 + + + -
34 + + + -
35 + + + -
36 + + + +
37 +2 +2 + +
38 + + + +
39 +2 + + +
40 + + + +
Total 40740 40/40 40740 31740
%/Positvos 100 100 100 775

positivo (+), negativo (-), percentagem (%), hamster com lesdes macroscopicas pouco caracteristicas (1), presenca de

coloragdo imunohistoquimicamoderada (2).

Fig.1- Fotomicrografia apresentando leptospiras (setas)
em cortes de tecidos renais de hamster infectado com o
sorovar pomona. Coloracdo de Warthin Starry, aumento
(400X). Microscopio de Carl Zieiss.

O anticorpo primario utilizado para a prova de
imunoperoxidase apresentou melhor desempenho
guandodiluidoal:80, resultandoemboavisualizagéo
do agente através de adequada coloragdo em laminas,
emconjuntocomaausénciade coloracGesinespecificas.

Fig.2-Fotomicrografiadeimpressdesrenaisem presenca
doantigenoformandoaglomerados coradosem marrom
emvoltadostecidos (setas). Técnicade imunoperoxidase
indireta, aumento (400X). Microscopio Carl Ziess.

Nas impressdes foi possivel aobservacdo doagen-
te, sobretudo naperiferiadaslaminasde formadisper-
sa, principalmente, em locais onde ocorreram maiores
danos celulares, como também formando agrupamen-
tos de coloracdo marrom proximo as células epiteliais,
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formandomassasfiliformesou helicoidaismuitasvezes
de forma fragmentada contra um fundo levemente
amarronzado contra as células epiteliais coradas em
azul devido a hematoxilina. A apresentacdo das
leptospirasde formaisoladaerapouco frequiente (Fig. 2).

Nos cortes histolégicos corados pela
imunoperoxidase as leptospiras formavam massas
de aglomerados filiformes de coloragdo marrom per-
feitamente destacados do fundo azul corado pela
hematoxilina, visiveis principalmente no Ilimem e
periferiadostubulos, como também proximos avasos
sanguineos e intersticios sendo raramente encontra-
dos dispersos nos tecidos (Fig. 3). Em muitas &reas o
agente se encontrava fragmentado.

Em corteshistolégicoseimpressdesem laminas pré-
absorvidos com o antigeno, na auséncia de anticorpo
primarioeemlaminasdosanimaisndoinoculadosnéo
houve a presenca de nenhuma coloragdo atribuida ao
cromogeno DAB, sendo visualizadasapenasas células
de fundo coradas em azul (Figs. 4 e 5).

Fig.3-Fotomicrografiade corterenal de hamster infectado
com o sorovar pomona Presencade leptospiras principal-
mente em voltados tibulos e glomérulos renais. Técnica
de Imunoperoxidase Indireta, aumento (400X). Microsco-
pioCarl Ziess.
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Fig.5-Fotomicrografia de corte renal em rim de hamster
sadioonde ndo foi observada presencade coloracéo espe-
cifica do cromogeno DAB. Imunoperoxidase indireta,
aumento (1000X). Microscopio Carl Ziess.

A intensidade e o grau das altera¢cdes macros-
cOpicas e celulares observadas nos tecidos dos
hamsters infectados com o sorovarpomona, atravésda
hematoxilina e eosina caracterizaram-se por edema,
hemorragia e congestdo presentes em todas as 40
amostras, mesmo em presenga de resultados negati-
vos no isolamento em meio de cultivo. Em 24 animais,
ocorreu a formacao de cilindros hialinos indicativo
de lesdo tubular grave, em 18 amostras foi observada
a presenca de alguns infiltrados inflamatdrios prin-
cipalmente préximos a vasos sanguineos. O animal
22 apresentou poucas alteragbes celulares embora
tenha sido observada presenca de congestdao nos
campos observados.

Nenhum hamster referente ao grupo de animais
controles negativos apresentaram quaisquer alte-
racBes histopatoldgicas sendo também negativos
nas técnicas de Warthin Starry, imunoperoxidase
em cortes de tecidos, impressGes em laminas e
cultivo.
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Fig.4-Fotomicrografiadeimpressdoemlaminadetecido
renal de hamster inoculado com o sorovar pomona, e
submetidoaabsorcdocomleptospirasformalizadas. Obser-

va-seaausénciade coloragdo do cromogeno diaminobenzi-
dina (DAB). Imunoperoxidase indireta, aumento (400X).

Tabela 2 - Concordancia dos resultados das técnicas de
visualizacdo bacteriana (Imunoperoxidase Indireta em
cortes e impressOes e Warthin Starry ) frente ao cultivo
bacteriano. Botucatu, 2003.

Visualizagdo Cultivo bacteriano

positivo negativo Total
positivo 31 9 40
negativo 0 20 20
Total 31 29 60

Analise estatistica

Observou-se total concordancia dos resultados da
Imunoperoxidase Indireta em cortes e tecidos frente a
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coloragdo de Warthin Starry, ndo tendo sido necessario
realizar analise estatistica dos resultados obtidos entre
estes métodos. Entretanto, resultados negativos em ani-
mais infectados, foram observados em cultivo caracteri-
zando falsos negativos na técnica. A anélise estatistica
dosresultadosdecultivofrenteastécnicasdevisualizacao
caracterizou umvalor de Kappa de 0,656 demonstrando
elevada concordancia entre as técnicas (Tabela 2).

DISCUSSAO

A inducdo experimental da Leptospirose em
hamsters caracteriza esta espécie animal, como mo-
deloexperimental paraaformaagudadessaenfermi-
dade, aspecto também observado por Fercuson et al.
(1957), Aebu & SieiGHT (1965), Avves et al. (1992) e
Cawvarco et al. (1993).

Nos cortes histoldgicos, a forma de apresentagéo
das leptospiras, a coloracéo e sua disposi¢cdo nos
tecidos, foram semelhantes asencontradas por ALves
et al. (1986) e Scanziani (1991). A menor coloragéo
observada nas laminas dos animais 27 e 37 pode
estar relacionada a distribuicdo ao acaso das
leptospiras nos tecidos fixados, que as torna ausen-
tes em alguns campos observados, conforme tam-
bém relatado por Taylor (1978) eELLiset al (1983). As
mesmas diferencas de intensidade de coloragao fo-
ram observadas em algumas impressdes, e pode ser
justificado, além da distribuicdo ao acaso das
leptospiras por caracteristicas proprias da técnica,
gue impossibilitam a visualizacdo de detalhes
teciduaisonde houve formacédo do complexoimune,
aspecto menos frequente em cortes de tecidos, fato
esse também relatado por Zamoraet al. (1995a) e ELLis
et al. (1983).

Os altos niveis de positividade observados através
da imunohistoquimica nas impressdes em laminas,
foram também relatados por TRIPATHY & Hanson (1974),
bem como a forma e disposicdo do agente nessas
impressdes também relatado por Tanor (1978), ELuiset
al. (1983), Avves et al. (1986) e Scanziani (1991), que
consideramamostras positivasmesmoquandooagen-
te se encontrava fragmentado e (ou) apresentando-se
de forma dispersa nas amostras analisadas. Entretan-
to, estesresultadossdodiscordantesdosapresentados
por SterneerceR et al. (1970), Scanziani et al. (1989) e
Zavoraetal. (1995 a,b) que referem a visualizagdo do
antigeno claramente nos tecidos apresentando-se de
forma isolada preservando sua morfologia na ausén-
cia de alteragbes ou quaisquer sinais de distorcdes,
mesmo em virtude de dificuldades de visualiza¢éo de
detalhes morfoldgicos apresentadas geralmente em
técnicas que utilizam impressdes em laminas.

A visualizacdo e disposicao das leptospiras ob-
servadas nas impressdes de laminas, mesmo quando

ndo foi possivel caracterizar o antigeno na sua forma
integra, denota positividade em virtude da presenca
decoloragdodadapelocromégenodiaminobenzidina.
Os resultados positivos foram fundamentados nos
testes de especificidade a que foram submetidas as
amostras analisadas, conforme também relatado por
TAvLor (1978), ELuis et al. (1983) e Scanziani (1991).

A sensibilidade e especificidade da técnica
imunohistoquimica utilizando a peroxidase foi con-
firmadaatravés danao coloragdo doscorteseimpres-
sbes atravées do tetra-hidrocloreto de
diaminobenzidina (DAB) em consequéncia da omis-
sdo do anticorpo primario, absor¢cdo do mesmo com
leptospiras formalizadas e auséncia de rea¢cdo nos
controles negativos. Resultados também verificados
por STerNBERGER et al. (1970), TAvLor (1978), Avves et al.
(1986) e ErLuis et al. (1983) utilizando pelo menos um
dos métodos presentes nesse trabalho.

O diagnostico da leptospirose através da
imunoperoxidase em impressfes de laminas possui
vantagens adicionais em relagdo aos cortes devido a
ndo necessidade de técnicas especiais parao preparo
e conservagdo dos tecidos, rapidez na execucéo,
praticidade dos reagentes empregados, e execucdo
imediata da técnica quando do envio de material
suspeito, conforme também constatado por TRIPATHY
& Hanson (1974), Bermer et al. (1976), Tavior (1978),
ELuis (1983) e Rosinson et al. (1990).

Os altos niveis de amostras positivas na provade
Warthin Starry foram também relatados por Haviby &
FercusoN (1957), Aebu & StEiGHT (1965), Dozsa & SaHU
(1970), TriPATHY & HansoN (1974), PoonacHa et al.
(1993) e Brito (1996). Tais observacdes, entretanto,
ndo coincidem com os trabalhos de Auves (1987) e
Scanziani et al. (1989) que referem falhas quanto a
eficicia da técnica em definir morfologicamente o
agente, relacionando tal fato a fase cronica da enfer-
midade ou interferéncia dos reagentes empregados.

Oisolamento das leptospiras utilizando atécnica
da pipeta Pasteur em meio semi-solido de Fletcher
isento de microorganismos oportunistas, foi menos
eficiente que as técnicas de visualizagdo. Esses resul-
tados sdo semelhantes aos encontrados por MAESTRONE
(1963) e Scanziani (1991) que observaram que além de
ndosersorovar especifica, estatécnicapode acarretar
presenca de microorganismos contaminantes que
inibem o crescimento adequado das leptospiras.

Asalterac@es celulares observadas através datéc-
nica de hematoxilina-eosina sdo consequentes a le-
sdo tubular grave por efeito direto das toxinas
bacterianas oumesmo pelocomplexo imune formado
nesses locais, conforme relatado por MicHNnA &
CawmpeeLL (1969) que atribuem tais alteragdes aos
mecanismos de patogenicidade referentes a adapta-
bilidade dosorovarinfectante as células do hospedei-
ro e capacidade do mesmo em escapar aos mecanis-
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mos imunes especificos e ndo especificos produzidos
pelo hospedeiro em relagdo ao sorovar infectante.

A imunohistoquimica tanto em cortes como em
impressdes demonstrou praticidade no
processamento como também elevada estabilidade
dos reagentes utilizados desde que respeitados
parédmetros de temperatura, pH e concentragdo ade-
quados. Portanto, por se tratar de um método de facil
execucdo e que demandapouco tempo de preparagao,
possuiamplas possibilidades de utilizagdo narotina
diagndsticaem conjunto aoutrastécnicas, principal-
mente na investigagdo quanto a presenca de
leptospiras em amostras de tecidos provenientes de
fetos abortados ou animais suspeitos.
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