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1. INTRODUÇÃO 

 
O gênero Leptospira compreende um grupo de organismos extremamente 

variáveis, contendo centenas de sorovares e genótipos, os quais podem ocupar 
diversos ambientes, habitats e ciclos de vida. Algumas espécies deste gênero 
causam a leptospirose, 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 selvagens servem como reservatório 
natural para estas bactérias e as eliminam no ambiente através da urina. Infecções 
humanas resultam do contato com solo ou água contaminada com urina de animais 
infectados (Levett, 2001). 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 19 espécies (Bharti, 2003; Cerqueira & Picardeau, 2009). 
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 necessidade de uma caracterização rápida deste agente infeccioso tem 
estimulado o desenvolvimento de novos testes biológicos. Destes, a PCR aliada ao 
seqüenciamento de DNA são as técnicas de melhor desempenho para a detecção e 
identificação rápida dos genes microbianos. Resultados obtidos da comparação de 
sequências do gene que codifica para o RNA ribossomal 16S, o qual é largamente 
utilizado para identificação de patógenos, são insatisfatórios, devido ao poder 
discriminatório desta região ser limitado, em razão da ausência de um alto grau de 
polimorfismo deste gene. Dentre outros marcadores, uma região de 600 pb do gene 



que codifica a subunidade β da RNA polimerase (rpoB) foi utilizado para a 
caracterização de diversas espécies de Archae e Proteobacteria (Mollet, 1997) e 
recentemente para identificação de espécies do gênero Borrelia, Treponema e 
Leptospira (Renesto, 2000; La Scola, 2006). Esta região se mostrou altamente 
discriminatória dentre as espécies de Leptospira testadas, podendo ser utilizado 
como um marcador rotineiro para identificação de espécies de Leptospira. O objetivo 
do presente trabalho foi utilizar a metodologia combinada de PCR e seqüenciamento 
de DNA utilizando o gene rpoB como marcador para a tipagem molecular de 
isolados de Leptospira. 

 
2. MATERIAL E MÉTODOS 

 
Oito isolados de diferentes espécies animais [bovinos (1), suínos (2), ratos (2), 

caninos (1), e capivaras (2)], gentilmente cedidas pelo Dr. Silvio Arruda Vasconcelos 
da Faculdade de Veterinária e Zootecnia da USP, foram cultivados 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. . Os primers utilizados na PCR foram descritos 
anteriormente por La Scola (2006). A reação de PCR foi realizada em um volume 
final de 25 µL, com 4 pmol do primer rpoB R e 4 pmol do primer rpoB F, contendo 50 
ng de DNA genômico, 1 U 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) e um ciclo final de extensão a 
72 °C por 10 min. O produto da PCR foi submetido à eletroforese em gel de agarose 
2% para a confirmação do tamanho esperado. Após, o produto da PCR foi purificado 
com polietilenoglicol (PEG) e foi realizada a reação de seqüenciamento de DNA das 
amostras em triplicata no sequenciador MegaBace 1000 e análise das sequências 
geradas nos programas Vector NTI 10.0 e BLASTn.  

 
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
Foram avaliados oito isolados de Leptospira spp. pela técnica de 

seqüenciamento do gene rpoB. A Figura 1 mostra o gel de agarose da PCR, 
indicando que todas as amostras amplificaram uma banda de 600 pb, confirmando o 
tamanho esperado.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1 : Eletroforese em gel de agarose 2% da PCR com o rpoB; 1- Marcador Molecular 100 

bp Ladder (Invitrogen); 2- Isolado de Bovino; 3- Isolado de Suíno I; 4- Isolado de Suíno II; 5- Isolado 

600 pb 
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de Rato I; 6 - Isolado de Rato II; 7- Isolado de Cão; 8- Isolado de Capivara I; 9- Isolado de Capivara II. 
  

Após, as amostras foram purificadas com PEG e submetidas à reação de 
seqüenciamento de DNA. Todas as amostras foram sequenciadas, gerando 
sequencias que foram editadas manualmente no programa Vector NTI 10.0. Em 
seguida, as sequências foram submetidas ao programa BLAST para comparação 
com o banco de dados do GenBank. Todas as amostras foram caracterizadas e a 
tabela 1 mostras os resultados gerados pelo BLAST. A similaridade de sequências 
no fragmento de 600 pb entre as espécies identificadas variou entre 97 e 99%.  

 
Tabela 1:  Resultados gerados pelo BLASTn das sequencias do gene rpoB dos isolados. 

 
Isolado  Caracterização  Cobertura  Identidade  
Bovino  L. inadai 100% 97% 
Suíno  L. borgpetersenii 99% 99% 
Suíno  L. borgpetersenii 100% 99% 
Rato L. borgpetersenii 100% 99% 
Rato L. borgpetersenii 100% 99% 
Cão L. borgpetersenii 99% 99% 

Capivara  L. santarosai 100% 98% 
Capivara  L. santarosai 100% 98% 
 

 Os isolados obtidos de suínos, caninos e ratos apresentaram similaridade de 
99% com a espécie L. borgpetersenii, os isolados obtidos de capivaras foram 
classificadas com L. santarosai (98%), a única amostra de bovino apresentou 
sequência com alta identidade (97% com L. inadai. Como no caso do gene 
ribossomal 16S, um único par de primers foi suficiente para amplificação da região 
parcial do rpoB. Entretanto, este demonstrou vantagens em relação ao gene 
ribossomal 16S. O fragmento de 600 pb do gene rpoB pôde ser amplificado e 
sequenciado em apenas uma reação de seqüenciamento e com os mesmos primers 
utilizados na amplificação por PCR, enquanto que o gene 16S necessita de seis 
diferentes primers e seis reações de seqüenciamento para uma caracterização 
precisa (Ref). Além disso, o gene rpoB apresenta um grau de polimorfismo mais alto 
quando comparado ao 16S, tornando-o mais útil para a identificação de espécies de 
Leptospira.  

 
 

4. CONCLUSÕES 
 

Estes resultados mostram a grande diversidade de espécies de leptospiras 
encontradas no Brasil e a diversidade de reservatórios disponíveis para estas 
espécies. O gene rpoB demonstra ser um marcador molecular robusto e de fácil 
aplicabilidade, útil para uma identificação inicial de amostras clínicas, ambientais e 
estudos epidemiológicos. 
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