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1. INTRODUÇÃO 

A leptospirose é uma doença infecciosa causada por espécies patogênicas de 
bactérias do gênero Leptospira além de ser uma antropozoonose de ampla 
distribuição geográfica, que ocorre de forma endêmica no mundo inteiro. Apresenta 
alta prevalência em países de clima tropical como o Brasil (Levett, 2001), entretanto, 
apesar do Estado do Rio Grande do Sul possuir um clima temperado, a prevalência 
da leptospirose humana é maior que a média do restante do país, onde predominam 
os climas tropical, subtropical e equatorial (12,5 versus 3,5 casos por 100 mil 
habitantes em 2001). No RS, 69% dos casos de leptospirose humana ocorrem na 
zona rural e a sua distribuição pode ser associada com os campos irrigados para as 
lavouras de arroz (Barcellos et al. 2003). 

 Dentro das diferentes espécies de Leptospira, encontram-se os sorovares 
antigenicamente relacionados, que constituem os sorogrupos. Já foram descritos 
mais de 260 sorovares, distribuídos em 29 sorogrupos (Faine et al., 1999). O 
número de sorovares e sorogrupos tende a aumentar como conseqüência ao 
desenvolvimento e/ou aprimoramento de novas técnicas de biologia molecular para 
tipificação dos isolados, como por exemplo, a técnica de VNTR (Variable-Number 
Tandem-Repeat) que é freqüentemente utilizada para a caracterização de sorovares 
de L. interrogans (Majed et al, 2005).  

A capivara é importante sob o ponto de vista de saúde pública. Esta espécie está 
relacionada com a transmissão de zoonoses bacterianas como a febre maculosa e a 
leptospirose. No Brasil, investigações sorológicas para detecção de infecção por 
leptospiras em capivaras e o isolamento desta espiroqueta têm sido realizados com 
o objetivo de indicar o papel destes animais como reservatório de cepas patogênicas 
(De Paula et al. 2001; Shimabukuro 2006; Silva, 2009). A capivara é o maior roedor 
do mundo atualmente vivo (Emmons, 1990), chegando a medir 1,30 m de 
comprimento e 0,60 m de altura; seu peso médio é de 50 kg para as fêmeas e 60 kg 
para os machos. Possuem ampla distribuição geográfica na América Central e do 
Sul, do Panamá ao nordeste da Argentina (Emmons, 1990). São animais territoriais 
que vivem em grupos e a estrutura social é estabelecida através de interações 
agressivas entre os machos (Alho & Rondon, 1987). Os hábitos gregários das 
capivaras favorecem a transmissão de leptospiras entre indivíduos do mesmo grupo 
social, podendo ocorrer, por meio da urina contaminada, a disseminação do agente 
para o ambiente e infectar indiretamente os animais domésticos, outras espécies de 
animais silvestres e o homem. 

No presente estudo, foi isolada uma cepa de Leptospira patogênica dos rins de 
uma capivara atendida no Núcleo de Reabilitação da Fauna Silvestre/Centro de 
Triagem de Animais Silvestres - UFPel. A cepa foi submetida à caracterização 
molecular utilizando técnica de VNTR. 
 



 

 2. MATERIAL E MÉTODOS 
 
2.1 Coleta da amostra e isolamento da cepa 
 

Os rins de uma capivara, fêmea, juvenil e proveniente do ambiente natural, foram 
coletados após o atendimento e óbito do animal no Núcleo de Reabilitação de 
Animais Silvestres NURFS/CETAS-UFPel.  Os fragmentos renais foram macerados 
e cultivados em 5 mL de meio de cultura EMJH (Ellinghausen McCullough Johnson 
Harris) enriquecido a 10% com Leptospira enrichment Difco® e após 1 h, 500 µL 
foram repicados em mais 5 ml de meio.  As culturas foram incubadas a 30 ºC e 
repicadas até a diluição de 10-2. O acompanhamento dos cultivos foi realizado 
semanalmente em microscopia de campo escuro, onde houve crescimento de 
aproximadamente 108 bactérias/mL após 14 dias. 
 
2.2 Extração do DNA genômico 
 

A cultura de Leptospira foi inativada em banho-maria a 56 °C durante meia hora. 
Após aliquotada em eppendorf® de 1 mL e centrifugada a 13000 rpm durante 5 
minutos para formação de um pellet. A suspensão do pellet e posterior extração de 
DNA foram feitas de acordo com instrução do fabricante do illustra bacteria 
genomicPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare). O DNA extraído foi submetido à 
eletroforese em gel de agarose, para a confirmação da extração e, em seguida, 
armazenado a -20 ºC. 
 
2.3 Amplificação de PCR por VNTR  
 

Sete primers discriminatórios foram utilizados: VNTR4, VNTR7, VNTR9, 
VNTR10, VNTR11, VNTR19 e VNTR23, para a caracterização do isolado (Slack et 
al, 2005). A reação foi realizada com Taq DNA polymerase recombinante 
(Invitrogen), utilizando um ciclo de desnaturação (94°C durante 5 min) seguido por 
35 ciclos de amplificação e desnaturação (94 °C por 30 min), anelamento (55°C por 
30 seg), e extensão (72°C por 1 min) e a extensão final (1 minuto e 30 segundos a 
72°C). O tamanho dos produtos amplificados foi estimado por comparação (Majed et 
al., 2005) com o marcador (Invitrogen) 1Kb Plus DNA Ladder e as amostras foram 
corridas em gel de agarose ao lado de um controle negativo (água) e de um controle 
positivo (L1130 – FIOCRUZ). A cepa L1130 – FIOCRUZ foi escolhida para 
representar o controle positivo por estar previamente caracterizada (Ko et al., 1999). 
.   
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
A Leptospira isolada dos rins da capivara, apresentou amplificações para os sete 

primers utilizados (Figura 1), correspondendo a 2, 1, 13, 7, 1, 2 e 0 repetições 
respectivamente, o que permitiu concluir, segundo dendrograma proposto por Majed 
e colaboradores (2005),  que o isolado de Leptospira é do sorogrupo  
Icterohaemorrhagiae. Quanto ao sorovar, de acordo com o número de repetições, o 
isolado pode pertencer a Icterohaemorrhagiae ou Copenhageni. A análise do VNTR 
é um método altamente discriminatório para a caracterização de isolados de L. 
interrogans, que juntamente com L. borgpetersenii perfazem as espécies 
patogênicas de maior importância em saúde pública, estando relacionadas com a 



 

maioria dos casos de leptospirose em humanos e animais domésticos em todo o 
mundo.   
 

FIGURA 1 – Eletroforese em gel de agarose 2%. Marcador de massa molecular 
(1Kb Plus DNA Ladder). a - controle negativo; b - controle positivo Leptospira 
interrogans L1130; c - Isolado de capivara. 
 

Investigações sorológicas e isolamento de Leptospiras em animais silvestres são 
importantes para uma melhor compreensão da epidemiologia da doença. É de 
grande importância determinar qual é a espécie animal fonte de contágio, para 
conter ou prevenir a transmissão da doença (Faine et al, 1999). Recentemente, na 
região Sul do RS, foram capturados 33 gambás-de-orelha-branca (Didelphis 
albiventris) e isolou-se da urina de um destes animais uma cepa de Leptospira 
borgpetersenii, a qual foi caracterizada pelo seqüenciamento do gene rpoB 
bacteriano. Quando esta cepa foi incluída na técnica MAT (Microscopic agglutination 
test) foram identificados altos títulos de anticorpos aglutinantes em soros caninos, 
sugerindo uma relação epidemiológica entre os gambás-de-orelha-branca e os cães 
domiciliados (Jorge et al., 2009).  

Com o isolamento e a caracterização molecular de uma nova cepa patogênica de 
Leptospira de amostras biológicas de uma capivara, sugere-se que esses animais 
são reservatórios de Leptospira interrogans no ambiente, ocupando um papel de 
destaque na epidemiologia da doença. 
  
4. CONCLUSÃO 
 

Por comparação com uma relação de sorovares e seus respectivos números de 
repetições para o teste de VNTR, foi possível concluir que este isolado dos rins de 
uma capivara se trata de uma Leptospira interrogans sorogrupo Icterohaemorragiae 
sorovar Copenhageni ou Icterohaemorrhagiae. A caracterização molecular do 
isolado quanto à espécie genômica, sorogrupo e sorovar, são de grande relevância 
para uma melhor compreensão dos estudos epidemiológicos da doença, bem como 
seus respectivos reservatórios no ambiente.  

Os roedores silvestres podem ser reservatórios de espécies patogênicas de 
leptospiras de maneira análoga aos roedores sinantrópicos. 
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