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1 INTRODUCAO

A leptospirose é uma zoonose de distribuicdo global (BARTHI et al.,
2003). A doenca é causada por bactérias patogénicas do género Leptospira, as
quais sdo disseminadas no ambiente através da urina contaminada de animais
infectados. Atualmente, a leptospirose alcanga o elevado ndmero de 500.000 casos
por ano em nivel mundial, com uma letalidade de 10% nos casos graves (KO;
GOARANT; PICARDEAU, 2009). No Brasil, mais de 12.000 casos da leptospirose
humana sé&o notificados anualmente, principalmente durante as epidemias nas
grandes cidades do pais, acarretando um custo consideravelmente elevado para o
sistema de salude com as internacdes e os tratamentos (GOUVEIA et al., 2008).

A leptospirose bovina resulta em graves prejuizos para os produtores
rurais, e consequentemente, para a economia dos paises acometidos. A doenga que
normalmente manifesta-se na forma cronica assintomatica, apresenta elevados
indices de abortos e animais natimortos, infertilidade de machos e fémeas, e a
reducdo na producéo de leite. Além do importante impacto econdmico, a doenga nos
bovinos é considerada como um fator de risco ocupacional para veterinarios,
magarefes e produtores rurais (FAINE et al., 1999).

Neste contexto, o isolamento de cepas do ecossistema local e a sua
inclus@o nos painéis de antigenos empregados no MAT, bem como a sua utilizacdo
para o desenvolvimento de vacinas autéctones, é de fundamental importancia para o
diagnéstico, epidemiologia e controle da enfermidade em nossa regido e no Brasil.
Além disso, o isolamento de cepas de bovinos em abatedouros demonstra o risco
para a transmissdo da leptospirose nas fazendas, nos abatedouros localizados no
sul do Brasil e para animais e humanos suscetiveis. Dessa forma, o presente
trabalho visou o isolamento e caracterizagdo de cepas de bovinos abatidos em
frigorificos de Pelotas, RS.

2 MATERIAL E METODOS

2.1. Amostras, Cultivo bacteriano e Extracdo de DNA. Para a execucédo do
projeto, trés frigorificos da cidade de Pelotas foram escolhidos para a execugéo do
presente estudo. Os critérios para a escolha dos estabelecimentos foram baseados
na localizagéo, na rotina de abate e pela disponibilidade do servigo de inspecéo
durante as coletas. Para a tentativa de isolamento, rins foram coletados
aleatoriamente na linha de abate, apds a inspec¢éo realizada pelo médico veterinario
responsavel. Apos a limpeza e inspecdo do 6rgéo foi realizada a remogédo de um
fragmento de um dos l6bulos do rim, com aproximadamente 9cm® o qual foi
colocado em um recipiente plastico estéril, identificado e acondicionado em uma



L
l UFPELOTAS 21° Congresso de Iniciacdo Cientifica | 42 Mostra Cientifica | Universidade Federal de Pelotas
I |

200

caixa térmica apropriada para o transporte. Os isolados foram cultivados em meio
EMJH semi solido, enriquecido a 10% com suplemento Difco®, e incubados em
estufa bacteriologica a 29°C (SILVA et al., 2008). Para identificacdo molecular,
realizou-se a extracdo do DNA gendmico com o kit illustra bacteria genomic Prep
Mini Spin (GE Healthcare).

2.2. Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Trés PCR foram realizadas. Uma
com a finalidade de amplificar um fragmento de 474pb do gene da lipoproteina
LipL32, o qual esta presente apenas em leptospiras patogénicas. Outra para
amplificar um fragmento de 1802pb do gene LigA (Leptospiral Immunoglobulin-Like
A) a qual estd presente apenas em leptospiras patogénicas e nas espécies L.
interrogans e L. kirschneri. Outra PCR foi realizada para a amplificagdo do gene 16S
RNA, o qual é amplamente utilizado na tipificacdo de leptospiras. Todos os primers
foram construidos e analisados mediante o uso do software Vector NTI 8.0
(Invitrogen). A purificagdo do produto de PCR foi feita com 0 GFX PCR DNA & Gel
Band Purification Kit (GE Healthcare), também segundo instru¢des do fabricante, e
as amostras armazenadas a -20 °C.

2.3. Sequenciamento do gene 16S RNA. Os produtos de PCR purificados foram
sequenciados utilizando o equipamento MegaBACE (Amershan Biosciences). O
programa Basic Local Alignment Search Tool ou BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) foi utilizado para comparar as sequéncias obtidas em
nosso estudo com as sequéncias depositadas no GenBank.

2.4. Teste de viruléncia. Grupos de dois hamsters machos, com 4 semanas de
idade foram inoculados com 1mL (108 leptospiras) de cada uma das cepas, através
da via intraperitonial (IP). ApGs a infeccdo, todos os animais foram mantidos em
microisoladores, sendo alojados em estantes ventiladas com temperatura
controlada. Todos os animais foram monitorados diariamente, observando-se o
aparecimento dos sinais clinicos e O6bitos. Durante o experimento, os animais
moribundos foram eutanasiados, realizando-se a anélise macroscoépica dos 6rgéos e
tecidos. Os animais utilizados neste trabalho foram tratados de acordo com os
Principios Eticos na Experimentacéo Animal, recomendados pelo Colégio Brasileiro
de Experimentagdo Animal (CEEA 4657).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Isolamentos e Teste de Viruléncia. Duzentos e cingliienta amostras foram
coletadas durante o periodo de execucdo do projeto. Destas, trés (1,2%) amostras
resultaram em culturas positivas. As cepas foram denominadas de BOV3, BOV14 e
BOV15. De acordo com as informacdes obtidas nos frigorificos onde as cepas foram
isoladas, os animais eram machos adultos, procedentes dos municipios do Capéo
do ledo (BOV3) e Pedro Osério (BOV14 e BOV15). O resultado do teste de
viruléncia revelou que duas cepas (BOV3 e BOV15) foram capazes de reproduzir os
principais achados clinicos da leptospirose experimental. Por outro lado, a cepa
BOV14 néo foi capaz de causar a enfermidade clinica e nem o 6bito dos animais.
Todos os animais inoculados com as cepas BOV3 e BOV15, evidenciaram
alteragbes macroscoépicas descritas como tipicas da leptospirose experimental, como
a ictericia nas mucosas, a congestdo de O6rgdos e hemorragias petequiais
pulmonares. J4 os animais sobreviventes (cepa BOV14) ndo exibiam alteracdes
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macroscopicas (fig.1). Contudo, o reisolamento das trés cepas foi obtido com
sucesso a partir do cultivo do tecido renal de todos os 6 animais.

Figura 1 - Analise macroscoépica representativa, da necropsia realizada com hamsters inoculados no
teste de viruléncia. (A) Hamster inoculado com a cepa BOVS3; (B) cepa BOV14; (C) cepa BOV15. As
setas brancas indicam presenca de hemorragia pulmonar petequial em (A) e (C).

3.2. Extracdo de DNA e PCR. A extracdo de DNA gendmico das trés cepas foi
realizada com sucesso e o DNA foi armazenado a -20°C até o uso. A PCR para a
amplificacéo de lipL32 revelou o fragmento esperado de 474pb para todas as cepas
isoladas (fig.2), e a amplificagdo do gene que codifica para LigANI, revelou que
BOV3 e BOV15 apresentaram bandas de aproximadamente 2000pb, enquanto que
a cepa BOV14 ndo amplificou o gene LigANI (fig.2). A cepa FIOCRUZ L1-130,
utiizada como controle, também amplificou uma banda de aproximadamente
2000pb. Assim, estes resultados confirmaram que as trés cepas sao patogénicas.
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Figura 2 — Amplificacdo dos genes LipL32 (1-5) e LigA (6-11) nas cepas BOV3, BOV14, BOV15 e
Fiocruz L1-130, onde 1=marcador de peso molecular 1 kb Plus (Invitrogen); 2=L1-130; 3=BOV3;
4=BOV14; 5=B0OV15; 6= 1 kb Plus (Invitrogen); 7,8=L1-130; 9=BOV3; 10=BOV14; 11=BOV15.

3.3. Sequenciamento do gene 16S RNA. A analise do sequenciamento utilizando-
se 0 programa BLAST, classificou as trés cepas de acordo com a homologia com as
sequéncias depositadas no GenBank. Os resultados sobre o sequenciamento e
outras informacgdes sobre os isolados estdo sumarizados na Tab. 1.

Tabela 1 — Sumario dos resultados das técnicas PCR com LipL32, LigA e de sequenciamento do
gene 16S DNA

Isolado LipL32 LigA 16S DNA

BOV3 Sim Sim 100% L. interrogans
BOV14 Sim N&o 100% L. borgpetersenii
BOV15 Sim Sim 100% L. interrogans

Neste trabalho relatamos o isolamento de 3 cepas de Leptospira do tecido
renal de bovinos abatidos em Pelotas, onde duas delas sado virulentas para
hamsters, um modelo animal suscetivel a leptospirose. Este resultado € inédito, ja
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que anteriormente nosso grupo de pesquisas havia isolado cepas de humanos,
caninos, camundongos e ovinos (SILVA et al., 2008).

Embora a cepa BOV14 néo tenha causado 6bito nos animais inoculados,
provocou uma infeccdo assintomética, j& que foi possivel o reisolamento da cepa.
Este fato também é descrito para sorovares como Hardjo, que mesmo sendo
patogénicos raramente causam doenga aguda em hamsters (FAINE et al., 1999).

Na caracterizacdo genotipica, a amplificacdo de lipL32 confirmou que as
trés cepas sao leptospiras patogénicas. A amplificacdo do gene ligA na cepa
controle (Fiocruz L1-130) e nas cepas BOV3 e BOV15, e a ndo amplificagcédo do gene
ligA na cepa BOV14 confirmam o estudo de McBRIDE et al. (2009), o qual descreve
que LigA estéd presente somente em algumas cepas das espécies patogénicas L.
interrogans e L. kirschneri. Outros experimentos serdo realizados para a
confirmagéo do polimorfismo de ligA nos isolados.

4 CONCLUSOES

As cepas BOV3 e BOV15 reproduzem a leptospirose experimental em
hamster, as quais causam o Obito, manifestagdes clinicas e patoldgicas nos animais,
semelhantes as descritas nas formas graves da leptospirose humana e animal.

Assim, as cepas BOV3 e BOV15 séo candidatas aos ensaios de DL50 e a
composicao de vacinas que visem o controle da leptospirose bovina. Por outro lado,
embora a cepa BOV14 néo seja capaz de reproduzir a enfermidade letal em
hamster, ela podera ser utilizada em estudos sobre a leptospirose crénica e sobre a
colonizagéo renal.
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