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1. INTRODUÇÃO 

Leptospirose é uma zoonose causada pela espiroqueta Leptospira sp. É uma 
doença caracterizada por sintomas tais como febre, mialgia, dores de cabeça e 
hemorragias internas, além de complicações renais e pulmonares. Muitos animais 
domesticados e nativos servem como reservatório natural para esta bactéria. 
Leptospiras são eliminadas no ambiente pela urina destes animais, onde elas 
sobrevivem no solo ou na água. Infecções humanas resultam do contato com solo ou a 
água contaminada, com animais ou fluidos corpóreos. Investigações epidemiológicas 
deste organismo são importantes para distinguir casos individuais de casos 
relacionados a situações de surtos. Também é de grande importância determinar qual 
animal é a fonte de contágio, para conter ou prevenir a transmissão da doença (Faine et 
al, 1999). O gênero Leptospira contém 17 espécies, como demonstrado por técnicas de 
hibridização DNA-DNA (Bharti, 2003). Estas espécies são ainda classificadas em 
sorogrupos e sorovares com base em reatividade antigênica (Levett, 2001). Métodos de 
tipagem molecular têm sido descritos para Leptospira, incluindo RAPD (Ramadass, 
1997), PFGE (Herrmann, 1992), AP-PCR (Roy, 2004) e FAFLP (Vijayachari, 2004). 
Cada um destes métodos tem suas desvantagens, como poder discriminatório 
insuficiente, baixa reprodutibilidade entre laboratórios e dificuldades com os bancos de 
dados e disseminação de dados (Ramisse, 2004), além de requerem equipamentos 
especializados. A análise do número variável de repetições em tandem (VNTR) tem 
provado ser um método altamente discriminatório para o estudo da estrutura 
populacional bacteriana e para a caracterização de isolados de L. interrogans, a 
espécie patogênica de maior importância em saúde pública.  

A habilidade de VNTRs em detectar microorganismos tem sido aumentada pela 
disponibilidade das seqüências de genomas completos e softwares que procuram por 
lócus VNTR a partir destas seqüências (Benson, 1999). Uma vez identificados os 
polimorfismos, primers que flanqueiem estes podem ser desenhados para amplificar 
estas regiões com tamanhos variados e com isso possibilitar a diferenciação do número 
de cópias baseado no tamanho do amplicon. Além disso, quando VNTR aplicada a 
múltiplos loci é aliada em um sistema de eletroforese capilar automatizado, pode ser 



feita uma estimativa precisa do tamanho dos amplicons e em menor tempo quando 
comparado à análise em gel de agarose, resultando em um grande poder de 
discriminação (Keim, 2000). O objetivo do presente trabalho foi utilizar a técnica de 
VNTR para caracterizar isolados de L. interrogans obtidos de diferentes espécies, 
utilizando um sistema de eletroforese capilar automatizado para ánalise dos amplicons.  



2. MATERIAL E MÉTODOS 

Cepas de leptospiras isoladas no Brasil de diferentes espécies animais (suínos, 
caninos e ratos), foram crescidas a 30 ºC em meio Ellinghausen-McCullough-Johnson-
Harris (EMJH) (Difco Laboratories, USA) enriquecido com 8% de albumina bovina. A 
cultura foi centrifugada a 10.000 × g, ressuspendida em solução salina 1% e fervida por 
10 min para ser utilizada como DNA molde para a reação de PCR. Estas culturas foram 
gentilmente cedidas pelo Dr. Silvio Arruda Vasconcelos da Faculdade de Veterinária e 
Zootecnia da USP. Os primers utilizados na PCR foram descritos anteriormente por 
Majed et al (2005). A reação de PCR foi realizada em um volume final de 50 µL, com 8 
pmol do primer R e do primer M13(-21) marcado com o fluoróforo HEX (hexachloro-6-
carboxy-fluorescine) e 2 pmol do primer F, contendo 50 ng de DNA genômico, 1 
unidade de Taq DNA polimerase recombinante (Invitrogen), MgCl2 2 mM, dNTP 0,2 mM 
e 10% de tampão 10x. A reação foi submetida a um passo de desnaturação inicial (94 
°C, 5 min), seguido por 30 ciclos de desnaturação ( 94 °C, 30 s), anelamento (56 °C, 45 
s) e extensão (72 °C, 45 s), seguidos por 8 ciclos de 94 °C por 30 s, 53 °C por 45 s e 72 
°C por 45 s e um ciclo final de extensão a 72 °C po r 10 min (Schuelke, 2000). Após, foi 
feita uma mistura de 2 µL da reação de PCR diluída 1:10, 0,25 µL do marcador ET-ROX 
900, 7,75 µL de Tween 20 0,1% e submetidos à eletroforese capilar em um 
seqüenciador MegaBACE 500 e os resultados analisados no software MegaBACE 
Genetic Profiler. 
 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
Foram avaliados 16 isolados de Leptospira sp. pela técnica de VNTR. Para isso, 

foram utilizados 3 marcadores, suficientes para a diferenciação dos isolados em nível 
de sorovar. 

A figura 1 representa o resultado obtido através da análise com o programa 
MegaBACE genetic profiler, indicando o número em pares de base do produto de PCR 
através de um pico. Os isolados 2, 3, 7-16 apresentaram picos de aproximadamente 
673 pb para o VNTR7, 300 pb para o VNTR10 e 656 pb para o VNTR19, 
correspondendo respectivamente a 10, 3 e 10 repetições. Por comparação com uma 
relação de sorovares e seus respectivos números de repetições para cada VNTR já 
disponível na literatura, foi possível concluir que estes isolados são do sorovar canicola. 
Já os isolados 1, 4-6 apresentaram bandas de aproximadamente 233 pb para o VNTR7, 
480 pb para o VNTR10 e 254 pb para o VNTR19, correspondendo a 1, 7 e 2 repetições 
respectivamente, o que permitiu concluir que são do sorovar Icterohaemorrhagiae 
(Tabela 1).  

 
 
 



TABELA 1.  Isolados de Leptospira obtidos em diferentes locais segundo espécie 
animal de origem e resultado do procedimento de tipificação por VNTR. 

 
N° 

ordem  
 

Origem do isolado VNTR7 
 

VNTR10 
 

VNTR19 
 

Tipificação 
VNTR (sorovar) 

1 Canino - (M5/90) 1 7 2 Icterohaemorrhagiae 
2 Canino - (M12/90) 10 3 10 Canicola 
3 Canino - (M5/91) 10 3 10 Canicola 
4 Humano - (M21/96) 1 7 2 Icterohaemorrhagiae 
5 Rato - (M9/05) 1 7 2 Icterohaemorrhagiae 
6 Rato - (M11/99) 1 7 2 Icterohaemorrhagiae 
7 Rato - (M10/99) 10 3 10 Canicola 
8 Canino - (LO1) 10 3 10 Canicola 
9 Canino - (LO2) 10 3 10 Canicola 
10 Canino - (LO5) 10 3 10 Canicola 
11 Canino - (LO6) 10 3 10 Canicola 
12 Canino - (LO8) 10 3 10 Canicola 
13 Canino - (LO11) 10 3 10 Canicola 
14 Canino - (LO12) 10 3 10 Canicola 
15 Suíno - (L03) 10 3 10 Canicola 
16 Suíno - (L04) 10 3 10 Canicola 

 
Existem muitas dificuldades associadas à identificação sorológica de cepas de 

Leptospira. Por esta razão buscam-se técnicas moleculares que apresentem o mesmo 
poder de diferenciação que é obtida por técnicas imunológicas. A técnica de PFGE, tem 
um alto poder discriminatório, porém requer uma grande quantidade de DNA e é 
bastante trabalhosa para ser executada. A análise de VNTR por sua vez, é uma técnica 
simples e rápida de ser realizada, e quando combinada com a eletroforese capilar, 
aumenta ainda mais seu poder discriminatório, sua rapidez e diminui seu custo. No 
nosso estudo, os 16 isolados de L. interrogans, obtidos a partir de amostras clínicas de 
humanos, suínos, caninos e ratos, puderam ser adequadamente caracterizados em 
nível de sorovar pela análise de VNTR, através da comparação dos resultados obtidos 
quanto ao número de repetição em cada lócus com os dados disponíveis na literatura 
(Majed et al., 2005). Os resultados também mostraram que a técnica de eletroforese 
capilar permite uma análise precisa do tamanho dos amplicons, e com isso demonstra 
uma vantagem em relação à técnica de eletroforese em gel de agarose, onde não é 
possível medir o tamanho exato dos amplicons visualmente. Esta é a primeira descrição 
da utilização de eletroforese capilar para a determinação do tamanho dos amplicons 
resultantes da amplificação de VNTR de L. interrogans. 

 
 

4. CONCLUSÕES 
A utilização de três marcadores permitiu a caracterização das amostras em nível 

de sorovar, demonstrando que a técnica de VNTR é uma ferramenta poderosa na 
caracterização de isolados de L. interrogans. A eletroforese capilar possibilita a 
determinação precisa do tamanho do fragmento amplificado, e conseqüentemente do 



número de VNTRs. Dos 16 isolados analisados, 4 foram caracterizados como 
pertencentes ao sorovar Icterohaemorrhagiae e 12 ao sorovar Canicola.  
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