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1. INTRODUCAO

A leptospirose é uma antropozoonose de distribuicdo mundial causada por
bactérias do género Leptospira ocasionando sério problema em saude publica (Acha
& Szyfres, 1986). A manutencdo de Leptospira em regides rurais e urbanas é
favorecida pelo clima tropical associado a elevada populacdo de roedores, acumulo
de lixo, excesso de caes errantes e crescimento desordenado dos centos urbanos
com aumento das favelas e constru¢des precérias nas periferias, muitas vezes sem
nenhum saneamento basico (Ko et al,, 1999).E conhecida uma grande variedade de
L. interrogans sensu lato, demostradas por seus 223 sorovares classificados por
critérios sorologicos (Pereira et al, 2000). Em meados da década de 80, 10 espécies
de Leptospira isoladas de humanos e animais foram caracterizadas com base nos
estudos de hibridizagdo do DNA-DNA e denominadas L. interrogans sensu stricto, L.
kirshneri, L. weilii, L.noguchii, L. borgpetersenii, L. santarosai, L. meyeri, L. inadai, L.
fainei and L. alexanderi (Yasuda et al, 1987).Anticorpos anti Leptospira interrogans
sorovar balcanica foram identificados em marsupial silvestre (Trichosurus vulpecula),
e a transmissao entre individuos da mesma espécie parece estar relacionada ao
comportamento sexual na estagcdo reprodutiva, tendo sido descrita a baixa
patogenicidade para esta espécie (Day et al, 1998). No estado da California,
Estados Unidos, testes sorolégicos realizados em ordens distintas de animais
silvestres — Carnivora, Rodentia, Lagomorfa e Artiodactyla — identificou anticorpos
anti Leptospira em 75% das amostras e, em algumas espécies de carnivoros a
prevaléncia foi de 100% (Cirone et al, 1978). O isolamento de Leptospira de
marsupiais silvestres habitando seu ambiente natural foi realizado no Peru,
identificando seis novos sorovares no género Didelphis e a sugestdo da importancia
destes animais como fontes de infeccédo para a leptospirose humana e de animais
domeésticos devido a sua caracteristica sinantropica (Hidalgo & Sulzer, 1984).

O isolamento de Leptospira e sua inclusdo no diagnéstico soroldgico podem
melhorar a sensibilidade do teste de aglutinagcdo microscopica (MAT) devido a
variedade antigénica da bactéria (Levett, 2001). O isolamento de Leptospira de
gambas-de-orelha-branca, a caracterizacdo molecular, sua inclusdo no diagndstico



sorologico e os respectivos resultados sdo o objeto de estudo desta pesquisa e 0s
resultados parciais estdo descritos neste trabalho.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Captura dos animais e coleta das amostras

Foram capturados 21 gambas-de-orelha-branca, no campus da Universidade
Federal de Pelotas (UFPel) e arredores utilizando armadilhas de madeira com porta
tipo guilhotina (Autorizacdo SISBIO 13755-1). Foram utilizadas como iscas frutas
envolvidas em malha metélica. Em caso de captura os animais sofreram contencao
fisica, colocados em caixa de transporte e encaminhados ao Nucleo de Reabilitacéo
da Fauna Silvestre (NURFS/CETAS-UFPel). Outros 11 animais, da mesma espécie,
foram recebidos diretamente no NURFS/CETAS-UFPel, trazidos pela policia
ambiental. Todos foram submetidos a contencdo fisica e quimica e administracdo de
diurético de alca para possibilitar a realizacdo das coletas. As amostras de sangue
foram realizadas através de puncédo cardiaca e as de urina através de cistocentese.
ApOs este procedimento 0s animais permaneceram em observagcao até o completo
retorno anestésico e, posteriormente, alojados em gaiolas por mais 3 dias, para
observacédo, onde receberam alimentacdo e agua. Apds a constatacdo da auséncia
de alteragbes nos sinais vitais e comportamentais, os animais capturados foram
soltos no mesmo local de captura e os recebidos no NURFS/CETAS-UFPel foram
encaminhados para regides proximas a sua origem.

2.2 Processamento das amostras/Pesquisa direta de espiroquetas no soro e urina

Imediatamente apds as coletas, as amostras foram enviadas ao Centro de
Controle de Zoonoses — UFPel, para a realizacdo da pesquisa direta de
espiroquetas em soro (BDFM) e urina (UDFM) conforme protocolo diagnostico
(Faine, 1999). As amostras de soro foram estocadas a -20 °C. Para as amostras de
urina, primeiramente foram inoculadas 0,5 mL em meio de cultura EMJH
(Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris medium) enriquecido com 10 % de
suplemento Difco®. Para cada amostra utilizou-se 3 tubos com 5 mL cada, de forma
que as diluicdes seriadas atingidas foram 10°, 10" e 102 , respectivamente. As
amostras foram incubadas a 30°C e observadas macroscopicamente diariamente e
microscopicamente semanalmente. As amostras de urina restantes foram
submetidas UDFM. Tanto para as amostras de sangue como de urina, considerou-
se positiva a amostra que apresentasse uma oOu mais espiroquetas com
movimentacao e morfologia caracteristicas.

2.3 Microaglutinacdo com antigenos vivos (MAT)

Para verificar a presenca de aglutininas anti Leptospira no soro do o animal
cuja amostra de urina originou o isolado, foi realizada técnica de soroaglutinacéo
microscoépica (Faine, 1999). A diluicdo inicial do soro foi de 1: 25 para rea¢cdo com o
isolado obtido, tendo como titulo final a diluicho maxima onde ocorreu a aglutinacao
de 50% ou mais da Leptospira isolada. A maior diluicéo testada foi de 1:400.

2.4 Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR)/Variable-number tandem repeats
(VNTR)



A extracdo do DNA seguiu protocolo recomendado (Sambrook and Russel 2001). A
técnica de PCR foi utilizada para identificacdo do género bacteriano, através da
amplificacdo do gene 16S rDNA , e patogenicidade, pela amplificacdo do gene lipl32
(Haake et al., 2000). Para caracterizacdo da espécie genbmica L. interrogans foi
utilizada a técnica de analise por PCR do variable-number tandem repeats (VNTR)
descrita por Majed, et al, 2005.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 32 amostras de urina inoculadas, somente de uma foi obtido crescimento
bacteriano, na diluicdo 10™*. Novas diluices seriadas foram realizadas até obter-se a
cultura pura com densidade de 10° bactérias por mL. Mediante este resultado, foi
realizado a técnica de PCR, utilizando os primers especificos para o 16S rDNA de
Leptospira, proteina de membrana externa, LipL32, exclusiva de leptospiras
patogénicas (Haake et al., 2000) e VNTR. Houve amplificacdo do gene 16S rDNA
(fig.1), confirmando que a bactéria isolada pertence ao género Leptospira (Majed, et
al, 2005) e amplificacdo do gene lipl32 (fig.1) o qual codifica para a lipoproteina
presente na membrana externa de Leptospiras patogénicas. Portanto, a bactéria
isolada a partir da urina de uma gamba-de-orelha-branca trata-se de uma Leptospira
patogénica. Ao se utilizar a técnica de VNTR, ndo houve amplificacdo, portanto, a
Leptospira isolada ndo pertence a espécie L. interrogans.
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Fig.1 ldentificacdo molecular de Leptospira isolada de gamba-de-orelha-branca
(Didelphis albiventris). 1 — Marcador de Massa molecular (1Kb DNA ladder
plus); 2 — Isolado CCZ (16s); 3 — Isolado CCZ (LipL32); 4 — Leptospira
interrogans Lai (LipL32)

Na técnica soroldgica MAT identificou-se o titulo de 400 na rea¢éo do soro do
gamba-de-orelha-branca com o novo isolado obtido. Na pesquisa direta, realizada
apos a coleta do sangue e urina, ndo foram visualizadas espiroquetas.

4. CONCLUSAO

O trabalho realizado identificou 0 gamba-de-orelha-branca como potencial
reservatorio de Leptospira para o homem e animais domésticos. A analise da
importancia do uso deste sorovar na bateria de antigenos utilizada para diagnéstico
de leptospirose humana e animal, através da MAT, encontra-se em andamento.



O sequienciamento do DNA sera empregado para a caracterizacdo molecular
definitiva da bactéria.
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