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1. INTRODUCAO

Leptospirose é uma zoonose de distribuicio mundial causada por
espiroquetas patogénicas do género Leptospira. E uma doenca de significativo
impacto em saude publica em paises subdesenvolvidos e se enquadra como
ocupacional em paises desenvolvidos (LAU et al., 2010). Os roedores sao
considerados o0s principais hospedeiros reservatorios, porém muitos animais
silvestres e a maioria dos mamiferos domésticos podem ser responsaveis pela
transmissdo aos humanos (BHARTI et al., 2003). A exposi¢cao de mucosas, de
pele lesionada ou até mesmo integra ao solo ou Agua contaminada com urina de
animais, pode levar a uma infeccdo potencialmente fatal, caracterizada por
nauseas, faléncia renal e ou hemorragia pulmonar (KO et al., 2009).

Para a agropecuéaria, a enfermidade causa grande impacto econdmico,
com altos indices de abortos, natimortos, infertilidade e reducédo na producéao de
leite. Esses problemas resultam em graves prejuizos para o0s produtores e,
conseqlentemente, para a economia dos paises acometidos, pois causam
transtornos produtivos e reprodutivos (ELLIS, 1994).

Dados oficiais referentes a ocorréncia da enfermidade em animais no Brasil
ainda sdo escassos, sendo que a prevaléncia sorolégica em animais é estimada
em torno de 35%, com mais de 80% das propriedades rurais apresentando casos
da doenca. Além disso, estima-se que 5 a 10% dos trabalhadores de frigorificos
possuam anticorpos contra sorovares leptospirais, confirmando a importante
relacdo ocupacional de veterinarios, magarefes e produtores rurais com a
enfermidade (FAVERO et al., 2001).

Em Pelotas (RS), nosso grupo relatou nos ultimos dez anos o isolamento e
a caracterizacdo molecular de sete cepas, oriundas principalmente de humanos,
caninos e roedores sinantrépicos (SILVA et al., 2008). Com estes isolamentos,
podemos evidenciar uma ampla variedade de espécies e sorogrupos que circulam
no ecossistema local, e que podem causar desde quadros clinicos leves e
inaparentes até casos que culminam com a morte do paciente. Por isso, estudos
e investigacbes na area animal devem ser realizados, assim como 0s que estdo
sendo empregados para a leptospirose humana.

Esse trabalho teve como objetivo realizar a caracterizacdo molecular
preliminar de trés cepas de leptospiras isoladas de bovinos abatidos em
frigorificos de Pelotas, RS.

2. MATERIAL E METODOS
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2.1. Cultivo bacteriano e extracdo de DNA

Os isolados BOV3, BOV14 e BOV15 foram cultivados em meio
Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH)  semi solido, (Difco
Laboratories, USA) enriquecido a 10% com suplemento Difco®, e incubados em
estufa bacteriolégica a 29°C (SILVA et al., 2008). Para identificacdo molecular,
realizou-se a extracdo do DNA genémico com o kit illustra bacteria genomic Prep
Mini Spin (GE Healthcare).

2.2. Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

ApoOs a obtencdo do DNA gendmico, realizou-se a primeira técnica para a
caracterizacdo molecular. Uma PCR foi realizada com oligonucleotideos que
amplificam o gene LipL32, o qual esta presente apenas em leptospiras
patogénicas (SEIXAS et al., 2007). Uma segunda PCR foi realizada para a
amplificacdo do gene 16S RNA, o qual € amplamente utilizado na tipificacdo de
leptospiras (CERQUEIRA et al., 2010). Por dltimo, uma terceira PCR foi realizada
para a amplificacdo do gene rpoB, o qual é utilizado adicionalmente na tipificacao
de leptospiras (RENESTO, et al., 2000). A purificacdo do produto de PCR foi feita
com o GFX PCR DNA & Gel Band Purification Kit (GE Healthcare), também
segundo instrugdes do fabricante, e as amostras armazenadas a -20 °C.

2.3. Sequenciamento dos genes 16S RNA e rpoB

Os produtos de PCR purificados foram sequenciados utilizando o
equipamento MegaBACE (Amershan Biosciences), conforme CERQUEIRA
(2010). O programa Basic Local Alignment Search Tool ou BLAST
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/) foi utilizado para comparar as sequéncias obtidas
em nosso estudo com as sequéncias depositadas no GenBank.

2.4. Eletroforese de gel em campo pulsado (PFGE)

Os isolados foram submetidos a identificacdo por PFGE, onde os “plugs”
de agarose foram preparados e misturados com as cepas cultivadas para a
solidificacdo e as posteriores incubacdes e lavagens. A digestdo enzimética foi
realizada através da digestdo com a enzima Not I. Apos a eletroforese, o gel foi
corado e a analise dos padrdes dos fragmentos obtidos foi realizada.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Quando o cultivo das trés cepas apresentou um crescimento de 108.ml?, foi
procedida a extracdo de DNA gendmico e as PCR. A amplificacdo de lipL32 e a
extracdo do DNA gendmico da cepa BOV3 estdo na Fig. 1. Este resultado
confirmou que as trés cepas sado patogénicas, ja que o gene LipL32 esta presente
apenas em cepas patogénicas.

As PCR para a amplificacdo dos genes 16S DNA e rpoB foram realizadas
com sucesso. Assim, os amplicons foram submetidos ao sequenciamento e
posterior analise.
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Figura 1 — Imagem representativa com o DNA gendmico e a amplificacdo do gene
LipL32 da cepa BOV3, onde: (1) marcador de peso molecular 1 kB; (2,3) gene LipL32;
(4) DNA gendbmico do isolado.

A andlise do seqglenciamento dos genes 16S DNA e rpoB, utilizando-se o
programa BLAST, classificou as cepas de acordo com a homologia com as
sequéncias depositadas no GenBank. Os resultados sobre o sequenciamento e
outras informacdes sobre os isolados estdo sumarizados na Tab. 1.

Tabela 1 — Resultados das técnicas PCR LipL32, seqglienciamento dos genes 16S
DNA e rpoB.

Isolado LipL32 16S DNA rpoB
BOV3 Sim 100% L. interrogans SR
BOV14 Sim 100% L. borgpetersenii SR
BOV15 Sim 100% L. borgpetersenii 95% L. borgpetersenii

SR = Sem resultado.

Embora os resultados do sequenciamento do gene 16S DNA tenha
apresentado homologia de 100% com dados depositados no GenBank para as
espécies apresentadas (Tab. 1), este resultado foi considerado inconclusivo, ja
que foi observada homologia de 100% com outras sequéncias pertencentes a
espécies, sorogrupos e sorovares distintos. Esse mesmo fato foi observado com a
cepa BOV15, a qual também possui homologia de 95% com outras sequéncias
depositadas.

A padronizagédo do PFGE, o qual é considerado como técnica “padrao-
ouro” para diferenciar sorovares da familia Leptospiraceae (GALLOWAY et al.,
2008) foi realizada com sucesso (dados ndo mostrados). Entretanto, o ensaio
sera repetido para que a analise com os padrées disponiveis seja realizada de
forma fidedigna.

4. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos na caracterizacdo molecular
preliminar dos trés isolados, conclui-se que as cepas sao patogénicas, através da
PCR LipL32.

Os resultados do sequenciamento dos genes 16S DNA e rpoB séao
inconclusivos.

A técnica PGFE deve ser repetida para uma analise confirmatoria.
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Para a classificacdo final dos trés isolados, a caracterizagdo molecular
devera ser associada com a caracterizacao soroldgica.
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