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DIAGNOSTICO MOLECULAR DA LEPTOSPIROSE EM CAES
NATURALMENTE INFECTADOS

RESUMO

A leptospirose € uma zoonose importante que ocorre de forma endémica no mundo
inteiro e pode afetar animais silvestres, domésticos e o homem, representando um
sério problema para a saude publica. Clinicamente os individuos infectados podem
apresentar febre, sintomas intestinais, hepéticos e renais, caracterizadas por
ictericia, vémito, faléncia renal, depressdo, convulsfes, conjuntivite e morte. Os
cdes, como animais de companhia, podem ser responsaveis pela transmissdo da
leptospirose aos humanos, principalmente as criancas. Apesar da ampla distribuicéo
mundial, a leptospirose € mais frequente em regides de clima temperado. No Brasil,
inquéritos soro-epidemiologicos em varios estados tém revelado resultados variados
guanto a ocorréncia dos diferentes sorovares da leptospirose canina. O diagnéstico
baseia-se principalmente nos achados clinicos, sorolégicos e na deteccdo e
isolamento da bactéria. Tendo em vista a importancia da leptospirose em cées, nao
sé pela gravidade da doenca no animal como também pela sua importancia em
saude publica, objetivou-se com este trabalho avaliar o potencial zoondtico da
leptospirose canina no municipio de Ilhéus- Bahia, analisando-se amostras de
sangue e urina de cdes domiciliados e errantes do municipio, utilizando-se o
diagnostico molecular da doencga através da PCR. Pelos resultados obtidos conclui-
se que os caes tanto errantes quanto domiciliados do municipio de llhéus- Bahia
estdo sujeitos a infecgdo por Leptospira sp. Este estudo mostrou a viabilidade do
diagnostico da leptospirose em amostras de sangue e urina de caes infectados
naturalmente através da PCR. A técnica se mostrou uma ferramenta Uutil, rapida,

eficaz e de baixo custo.

Palavras-chave: caes, diagnostico molecular, Leptospira spp., zoonose.



DIAGNOSIS OF THE LEPTOSPIROSIS IN DOGS NATURALLY IN FECTED

ABSTRACT

Leptospirosis is a important zoonosis that is endemic worldwide and can affect
wildlife, domestic and man, representing a serious problem for public health.
Clinically, infected individuals may develop fever, intestinal, liver and kidney
symptoms, characterized by jaundice, vomiting, kidney failure, depression,
convulsions, conjunctivitis and death. Dogs, as pets, may be responsible for
transmission of leptospirosis to humans, especially for children. Despite the
worldwide distribution, leptospirosis is most common in temperate regions. In Brazil,
sero-epidemiological surveys in several states have shown mixed results regarding
the occurrence of different serovars of canine leptospirosis. The diagnosis is mainly
based on clinical, serological and the detection and isolation of the agent. Given the
importance of leptospirosis in dogs, not only by the severity of the disease in animals
but also for its importance in public health, the aim of this work was to evaluate the
zoonotic potential of canine leptospirosis in the city of llheus, Bahia, analyzing
samples of blood and urine of house and wandering dogs the city, using the
molecular diagnosis by Polymerase Chain Reaction (PCR). From the results it is
concluded that stray dogs as much as domiciled in the city of Ilheus, Bahia are
subject to Leptospira spp. This study showed the feasibility of diagnostic methods in
samples of blood and urine of dogs naturally infected by the PCR. The technique

proved a useful tool, fast, effective and low cost.

Key words: dogs, molecular diagnosis, Leptospira, zoonosis.
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1 INTRODUCAO

A leptospirose € uma doenca infecciosa aguda, de carater sistémico, que
acomete o homem e os animais, causada por espiroquetas patogénicas do género
Leptospira (LEVETT, 2001; SACHSE; FREY, 2003).

A unidade taxonémica basica é o sorotipo ou sorovar, representado por uma
amostra de referéncia. O agrupamento de sorovares é feito segundo suas
caracteristicas antigénicas. O termo Sorogrupo é adotado para indicar a natureza
sorolégica desses grupos (BRASIL, 1995; LETOCART et al., 1997).

Dependendo da espécie animal envolvida, condi¢cdo vacinal ou social, o
sorotipo da Leptospira pode variar. MODOLO et al., (2006) relataram a importancia
dos sorovares canicola, pyrogenes, copenhageni, autumnalis e bratislava em cées
na area territorial urbana de Botucatu. Na cidade de Patos, na Paraiba, BATISTA et
al.,, (2004) encontraram com maior freqiéncia os sorovares autumnalis, pomona,
grippotyphosa e patoc. Em Londrina, no Parana, QUERINO et al., (2003) relataram a
maior frequiéncia para os sorovares pyrogenes e icterohaemorrhagiae.

A mortalidade € significativa e estd relacionada tanto ao atraso no
diagnostico, devido a falta de infra-estrutura e da avaliagao clinica adequada, quanto
a outras razbes como a patogenicidade inerente de algumas linhagens de Leptospira
ou da resposta imunopatolégica geneticamente determinada do hospedeiro (BHARTI
et al., 2003).

A leptospirose tem sido descrita como uma zoonose de ampla distribuicdo
geogréfica devido a grande variedade de reservatorios potenciais da doenca,
associada a habilidade da Leptospira sobreviver por longos periodos no solo e na
superficie da agua, fazendo com que a leptospirose seja a zoonose mais comum do
mundo. Sua ocorréncia é favorecida pelas condi¢cfes vigentes nas regides de clima
tropical e subtropical, onde a elevada temperatura e os periodos do ano com altos
niveis pluviométricos favorecem o aparecimento de surtos epidémicos de carater
estacional (BERAN; STEELE, 1994; BRASIL, 1995; SACHSE; FREY, 2003).



A transmissdo para os humanos ocorre através do contato com animais
domeésticos e selvagens que agem como reservatério ou pelo ambiente, consumo de
alimentos e agua contaminados pela urina de roedores e de outros animais. A
transmissdo inter-humana é rara e de pouca importancia pratica (BRASIL, 1995;
NASCIMENTO et al., 2004a). Os roedores em geral, comportam-se como portadores
permanentes de varios sorovares de Leptospira. Isso faz com que ambientes por
onde circulam tais animais estejam constantemente contaminados por esse agente
(YASUDA et al., 1980).

Os caes, como animais de companhia, podem ser responsaveis pela
transmissdo da leptospirose aos seres humanos, principalmente para criancas. A
leptospirose canina ocorre principalmente pelos sorovares icterohaemorrhagiae,
copenhageni e canicola, cujo curso pode variar de sub-clinico, agudo ou crénico
(LETOCARD et al., 1999).

Segundo dados do Ministério da Saude, das doencas relacionadas a
contaminagéo pelas enchentes, a leptospirose oferece o maior perigo, por provocar
alta mortalidade. Em 2005, registraram-se 3.605 casos da doenca no Brasil, com
417 mortes. Em 2006, foram notificados 2.877 casos, com 236 mortes. Em 2007
foram 3.307 casos confirmados e em 2008, 3.306 casos, com 330 e 234 o6bhitos,
respectivamente.

No periodo de 2005 a 2008 foram notificados no estado da Bahia 1259 casos
suspeitos de Leptospirose e 791 casos confirmados, com 115 6bitos. O coeficiente
de incidéncia do ano de 2008 foi de 1,2/100.000 habitantes e a letalidade foi de
12,8% (SESAB, 2008).

O espectro dos sintomas da leptospirose é bastante amplo, podendo
apresentar um quadro subclinico ou de doenca febril, anictérica, autolimitada, até
guadros ictéricos graves, a classica sindrome de Weil, com alto potencial de
letalidade (BRASIL, 1995; LEVETT, 2001; WHO, 2003).

Em humanos, os sintomas podem incluir febre, mialgia, ictericia, dor
abdominal, anorexia, nausea, diarréia, oliguria, anuria, hemorragia, fotofobia,
arritimia cardiaca, hipotenséo, entre outros (WHO, 2003).

Os sintomas no céo se apresentam como doenca aguda, febril, com sintomas
intestinais, hepaticos e renais, caracterizadas por ictericia, vomito, faléncia renal,
depresséao, convulsées, conjuntivite (BRASIL, 1995; PINNEY, 1998).



O diagnostico deve ser clinico-epidemioldgico e laboratorial. A suspeita clinica
deve ser confirmada por métodos laboratoriais especificos, uma vez que a
leptospirose anictérica pode ser confundida com outras doencas como a dengue ou
a gripe (FAINE, 1999; BRASIL, 2004).

A deteccdo do agente pode ser realizada por soroaglutinagdo microscopica
(SAM), cultura, exame direto do sangue, liquor e urina através da microscopia de
campo escuro, contraste de fase, imunofluorescéncia e Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR). Métodos soroldgicos podem falhar na deteccdo de infeccdes
onde a Leptospira ndo provoque uma resposta imune capaz de reagir com 0S
padrdes conhecidos, e muitos hospedeiros que agem como reservatérios de L.
interrogans podem ter baixos titulos de anticorpos no soro (LEVETT, 2001;
SACHSE; FREY, 2003).

Uma das ferramentas mais poderosas em biologia molecular € a PCR.
Desenvolvida em 1985 por Kary Mullis e colaboradores, atualmente é
intensivamente utilizada em pesquisas (NICHOLAS, 1999). A PCR é um método
rapido, sensivel e especifico que possibilita o diagnéstico a partir de uma pequena
amostra de DNA (BAL et al., 1994).

O ano de 2007 marcou o centendrio da descoberta do agente causador da
leptospirose, Leptospira interrogans. Até agora, os obstaculos genéticos impostos
pela doenca tem dificultado a identificacdo dos genes responsaveis pela sua
viruléncia (RISTOW et al., 2007).

A leptospirose é uma doenca socio-econémica de amplo espectro e dificil
diagnostico diferencial sendo importante minimizar a incidéncia da doenca em
humanos e animais através do desenvolvimento de um método diagndstico rapido,

sensivel e de baixo custo.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos historicos da leptospirose

Diversas doencas com caracteristicas infecciosas ictéricas, com disfuncao
renal, foram observadas e documentadas até o final do século XVIII, contudo suas
causas eram desconhecidas (JOUGLARD, 2005).

Varios relatos sobre uma sindrome semelhante a leptospirose foram
descritos, como aconteceu no Cairo, em 1812 e em Paris, em 1883. Adolf Weil
Heidelberg descreveu uma sindrome apresentando ictericia profunda e prejuizo da
funcdo renal em 1886, na Alemanha (FAINE et al., 1999).

Stinson, em 1907, foi o primeiro a visualizar o microrganismo através da
coloracdo por prata, constatando a presenca de espiroquetas nos tabulos renais de
um paciente falecido. As espiroquetas possuiam ganchos em suas extremidades, e
Stinson as denominou de Spirochaeta interrogans por causa da sua forma
semelhante a um ponto de interrogacao. Inada e colaboradores isolaram bactéria em
1915, estabelecendo que Leptospira icterohaemorragiae era o agente causador da
doenca descrita por Weil (TIFFANY; MARTORANA, 1945; FAINE, 1999).

Nos animais, a leptospirose foi descrita por volta de 1850, embora sua
etiologia fosse desconhecida. Contudo, n&o foi identificada como uma doenca de
animais domésticos até o século seguinte, sendo relatada primeiramente nos céaes.
Alguns anos mais tarde, um novo género Leptospira foi proposto e os roedores
foram identificados como portadores da bactéria. Em 1922, o primeiro caso de
leptospirose humana associado a exposi¢cao ao rato foi relatado (NOGUCHI, 1918;
TIFFANY; MARTORANA, 1945; STEELE, 1957; TORTEN, 1979).

No Brasil, durante muitos anos o0s estudos se desenvolveram mais
intensamente no sul, particularmente em S&o Paulo, porém foi na Amazénia que se

fez o reconhecimento inicial da doenca nos pais (LEAO et al., 1997).



Em 1917, MacDowell reconheceu clinicamente a presenca da leptospirose
humana no Brasil, na ocorréncia de um surto da doenca em Belém do Pard, até
entdo denominada ictericia epidémica ou “icterus epidemicus"”. Enquanto isso,
Leptospira icterohaemorrhagiae foi relatada em roedores da cidade do Rio de
Janeiro (ARAGAO, 1917).

O primeiro relato de leptospirose humana na cidade de S&o Paulo foi descrito
em 1930, onde o sangue de um paciente foi inoculado em cobaias e a doenca foi
reproduzida experimentalmente (SANTA ROSA et al., 1970).

O estudo da leptospirose canina iniciou-se no Rio de Janeiro com Dacorso
Filho, que em 1940 isolou o0 agente e identificou-o como sorovar
icterohaemorrhagiae (SANTA ROSA et al., 1970; FREIRE et al., 2007).

Em 1955 foi o sorovar serjoe foi descrito em um cédo na lugoslavia. Em 1957,
foi relatado, na Inglaterra predominancia dos sorovares icterohaemorrhagiae e
canicola (CORREA; CORREA, 1992).

Em 1970, uma experiéncia de nove anos de estudo sobre leptospirose no
Instituto Biol6gico de S&o Paulo foi publicada, onde foram examinados mais de 21
mil soros de humanos, bovinos, suinos, equinos, ovinos, caninos, caprinos e
bubalinos (SANTA ROSA et al., 1970).

2.2 Etiologia da leptospirose

A leptospirose é causada por bactérias da ordem Spirochetales, familia
Leptospiraceae, género Leptospira. S&o espiroquetas de forma helicoidal, de
aproximadamente 0,1um de diametro por 4 a 20pum de comprimento, com
extremidades usualmente encurvadas e com grande namero de flagelos de pequena
amplitude, visualizados somente pela microscopia de campo escuro ou de contraste
de fase. A penetracdo ativa no hospedeiro se da devido a forma helicoide e a
movimentac&o dos flagelos periplasmaticos (FAINE; STALLMAN, 1982; LEAO et al.,
1997; BINDER et al., 1998; FAINE, 1999).

S&o bactérias microaerofilicas e apresentam crescimento 6timo entre 28 e
30, utilizando acidos graxos de cadeia longa como fo nte de carbono e energia,
produzindo catalase e oxidase (LEVETT, 2001).



2.3 Classificacdo da Leptospira

Até meados dos anos 90, o género Leptospira era dividido em dois grandes
grupos compreendendo cepas saprofitas isoladas do ambiente, Leptospira biflexa e,
cepas patogénicas, L. interrogans baseadas em caracteristicas antigénicas uma vez
que, morfologicamente, as leptospiras sao indistinguiveis entre si (JOHNSON;
HARRIS, 1967; BRASIL, 1995; LETOCART et al., 1997; LEVETT, 2001). A
diferenciacdo era baseada pela capacidade de L. biflexa crescer a 13T, na
presenca de 8-azaguanina e também por ndo formar células esféricas em solucéo
de NaCl a 1 M (FAINE; STALLMAN, 1982).

A bactéria ndo possui muita resisténcia fora do organismo do hospedeiro,
sendo muito sensiveis a acidez, aos anti-sépticos, aos desinfetantes comuns, ao
cloro livre e a excessiva salinidade, bem como a aridez do solo e a luz solar direta,
gue as destroem em pouco tempo. Todavia, podem sobreviver por tempo
relativamente longo na agua e no solo suficientemente Umido com pH neutro ou
ligeiramente alcalino. O periodo de sobrevida na 4gua varia segundo a temperatura,
0 pH, a salinidade e o grau de poluicdo. Ja foi constatada, experimentalmente, a
permanéncia de leptospiras viaveis em agua por até 180 dias (BRASIL, 1995; LEAO
et al., 1997).

A unidade taxondmica basica é o sorotipo ou sorovar, representado por uma
amostra de referéncia. O agrupamento de sorovares € feito segundo suas
caracteristicas antigénicas. O termo sorogrupo € adotado para indicar a natureza
soroldgica desses grupos (BRASIL, 1995; LETOCART et al., 1997).

Muitos sorovares estudados sao representados por somente uma unica cepa
referéncia e, como mais cepas sao estudadas, o numero de espécies tende a
aumentar (LEVETT, 2001).

Atualmente, dois tipos de classificacdo estdo sendo usadas: uma genética e
outra baseada nos determinantes antigénicos. Ambas reconhecem espécies
patogénicas e saprofitas. A reclassificacdo das leptospiras com base no gendtipo é
taxonomicamente correta. Entretanto, gera confusdo para os microbiologistas e
clinicos, que estdo habituados ao sistema fenotipico corrente de classificacdo em

sorogrupos e sorovares. A existéncia de L. interrogans e L. biflexa como espécies



sensu stricto no sistema de classificacdo genotipica gera ainda mais equivocos de
nomenclatura. E importante que a classificacdo empregada esteja de acordo com a
metodologia utilizada: nomenclatura fenotipica para classificacdo sorolégica;
nomenclatura genotipica para classificacdo molecular (RIEDIGER, 2007).

Segundo LEVETT (2001), a classificagcdo genética € problematica e
incompativel com o sistema de sorogrupo que ainda necessita ser mantido até que
um sistema de identificacdo mais simples com base no DNA seja desenvolvido e
validado.

A classificacdo em espécies genbmicas ou genomespécies do género
Leptospira esta baseada no grau de homologia do DNA. O género esta dividido em
17 espécies definidas: Leptospira interrogans, L. borgpetersenii, L. inadai, L.
noguchii, L. santarosai, L. weilii, L. kirshneri, L. biflexa, L. meyeri, L. wolbachii,
Turneria parva (proposta), Leptonema illini, L. genomoespécie 1, L. genomoespécie
2, L. genomoespécie 3, L. genomoespécie 4, L. genomoespécie 5, com pelo menos,
70% de homologia do DNA e cuja sequéncia contém uma divergéncia de, pelo
menos, 5% de bases ndo pareadas (KAUFMANN et al., 2006)

Esta classificacdo coexiste com a antiga classificacdo soroldgica na qual o
antissoro era utilizado para estabelecer parentesco entre as amostras isoladas
(DIKKEN; KMETY, 1978).

2.4 Transmisséo da leptospirose

As leptospiras excretadas através da urina dos animais doentes ou de
portadores podem sobreviver por semanas ou meses em aguas, solos, alimentos se
o meio for favoravel (LEAO et al., 1997).

A transmissdo para os humanos ocorre através do contato com animais
domeésticos e selvagens que agem como reservatério ou pelo ambiente, consumo de
alimentos e agua contaminados pela urina de roedores e de outros animais. A
transmissdo pode ocorrer por contato direto com sangue, tecidos, urina e outros
excretas de animais infectados, ou, por via indireta, que € a mais comum, através de
contato com agua ou solo umido e lamacento contaminados com a urina de animais

portadores. Também pode fazer-se, ocasionalmente, pela ingestdo de agua e



alimentos contaminados por leptospiras patogénicas (BRASIL, 1995; LEAO et al.,
1997; NASCIMENTO et al., 2004a).

Em relacdo a propagacdo indireta, existe a possibilidade de vetores
artropodes desempenharem algum papel em relacdo transmissdo, jA que as
leptospiras encontram-se presentes na corrente sangiinea durante o periodo agudo
inicial da doenca. O sorovar grippotyphosa foi isolado de carrapatos da espécie
Dermacentor marginatus em um estudo experimental na Russia. Van der Hoeden
(1958) isolou o sorovar canicola de Rhipicephalus sanguineus, em Israel,
conseguindo transmitir a doengca a animais normais através da picada dos
carrapatos infectados experimentalmente. Todavia, este tipo de transmissao
dificilmente viria a representar um risco maior para 0 homem (KREPKOGORSKAIA;
REMENTSOVA, 1957; LINS et al., 1986).

A transmissdo inter-humana é excepcional, podendo advir do contato direto
com a urina leptospirica de um doente ou até mesmo por relagcdes sexuais ou por via
transplacentaria, da mée doente ao feto na fase inicial ou septicémica da doenca,
ocorréncia esta bem conhecida, em bovinos e em animais infectados
experimentalmente (LINS et al, 1986; LEAO et al, 1997).

Os cées séo considerados como a segunda fonte de infecgdo mais importante
para os humanos, perdendo apenas para o0s roedores, possivelmente por
coabitarem, principalmente nos grandes centros urbanos, além de poder albergar
leptospiras vivas na urina durante meses, mesmo sem apresentar nenhum sinal
clinico (FAINE et al, 1999; BROD et al, 2005). Animais infectados
assintomaticamente fornecem um risco potencial para a persisténcia de focos de
leptospirose servindo como fonte continua de contaminagcao ambiental (OLIVEIRA et
al., 2004).

Os caes podem adquirir a infeccdo pela convivéncia com outros céaes
contaminados, bem como pela estreita relagdo que ocasionalmente podem ter com
ratos que urinam em areas comuns (JOUGLARD; BROD, 2000).

2.5 Patogenia da leptospirose

As leptospiras penetram ativamente no organismo através de lesdes

cutdneas, ou pelas mucosas, oral, nasofaringea, conjuntival, esofagica e,



possivelmente, a vaginal, mesmo integras. A mucosa gastrointestinal € uma via de
penetracdo excepcional, jA que os leptospiras dificimente podem ultrapassar a
barreira acida do estdmago (LEAO et al., 1997). A inalagdo de aerossois também
pode transportar o microrganismo direto para os pulmdes (IBARRA et al., 2003).

Ao atingir a corrente sangiinea, a bactéria replica-se, indo se localizar em
diferentes 6rgdos ou sistemas. Representa o 1° estdgio da doenca, ou fase
septicémica, que dura em torno de 7 dias. Uma vez na corrente sanguinea e
circulacado linfatica o microrganismo € transportado rapidamente a todos os 6rgéos.
Dessa forma, 48 horas apos o inicio da disseminacdo, a espiroqueta pode ser
isolada de qualquer sitio, incluindo o liquido cérebro espinhal. Em seguida, comeca
a 22 fase, chamada imune, devido ao aparecimento de anticorpos especificos (LEAO
et al., 1997; IBARRA et al., 2003).

Fundamentalmente, a patologia decorre ou de infiltrado inflamatério do
parénquima, localizado ou difuso, processos degenerativos, alteracfes vasculares
sistémicas, edema endotelial, aumento da permeabilidade capilar, anoxia dos
tecidos bem como das membranas celulares (LEAO et al., 1997).

Quanto maior a especificidade do sorotipo para a espécie, maior o grau de
patogenicidade. Quando o sorotipo € especifico para o hospedeiro, ha doenca
clinica mais severa e maior fase de leptospiruria (WOHL, 1996).

O periodo de incubacao da doenca é de 7 a 12 dias, podendo variar de 2 a 20
dias (BRASIL, 2000).

2.6 Epidemiologia da leptospirose

A leptospirose € uma antropozoonose de ampla distribuicdo geogréfica,
prevalecendo, porém, nas zonas tropicais e subtropicais, onde os fatores ecoldgicos
e climéaticos sdo mais propicios a sobrevivéncia da bactéria, particularmente quando
favorecidos por condicdes precéarias de higiene e de saneamento béasico (LEAO et
al., 1997; LEVETT, 2001; ROMERO et al., 2003).

Acomete mamiferos, aves, répteis e invertebrados. Varios autores relataram a
ocorréncia da leptospirose em diversas espécies, como bovinos, caes, ovinos,
equinos e suinos (SCHMIDT et al., 2002; HERRMANN et al., 2004; DELBEN et al.,
2004; PESCADOR et al., 2004; TESSEROLI et al., 2005; MAGAJEVSKI et al., 2007,



LANGONI et al., 2008). Levantamentos sorologicos tém demonstrado o
envolvimento de diferentes espécies sinantropicas e silvestres na epidemiologia da
doenca, como porco-monteiro (Sus scrofa), bufalos (Bubalus bubalis), quati (Nasua
nasua), veado-campeiro (Ozotoceros bezoarticus), veado-mateiro (Mazama
americana), capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris) e animais de vida livre como
ratos (Rattus norvegicus) e gambas (Didelphis marsupialis) (LANGONI et al., 1999;
MATHIAS et al., 1999; GIRIO et al., 2004; CORREA et al., 2004; LANGONI et al.,
2008; SILVA et al., 2009).

Muitas espécies domeésticas, bem como a maioria das espécies silvestres,
podem tornar-se portadores e contribuirem para a disseminagcdo do microrganismo
na natureza. A eliminacdo da Leptospira pela urina dos portadores ocorre por
periodos de tempo que podem variar de poucas semanas a Varios meses, entre 0s
animais domésticos, e por toda vida no caso dos roedores (WEBSTER et al., 1995).

A doenca exibe um carater sazonal, que coincide com os periodos de intensa
precipitacdo pluviométrica, com consequentes enchentes, ocorrendo um aumento do
risco de infeccdo em humanos e animais, devido a maior exposicdo das mucosas e
da pele com a &gua contaminada, j& que esta realiza o transporte e a disseminacéo
do organismo patogénico, o que torna comum a ocorréncia de surtos epidémicos
(SAKATA et al.,, 1992; WHO, 2003; PAPPACHAN et al., 2004). Em um estudo
realizado em Salvador, Bahia, com 1.016 pacientes, o0 aumento na precipitagao
pluviométrica mostrou relacdo com aumento do numero de casos de leptospirose
humana no més subsequente (COSTA et al, 2001). Mesmo em areas consideradas
endémicas, a leptospirose apresenta uma caracteristica sazonal, cuja incidéncia
aumenta, habitualmente, nos meses em que as precipitagdes sdo mais abundantes
(LEAO et al., 1997; PAPPACHAN et al., 2004).

Alguns estudos demonstram que os maiores indices de infeccdo canina se
concentraram nos meses de chuva (AVILA et al., 1998). Segundo Yasuda et al.,
(1980), a ocorréncia da leptospirose em cédes em S&o Paulo sofreu influéncia
sazonal onde, verdo e outono apresentaram 0 maior niamero de animais com
sorologia positiva. Isso pode ser explicado pela ocorréncia de chuvas abundantes
nas épocas de verdo, que facilita a propagacao do agente.

Em paises desenvolvidos a leptospirose € considerada reemergente,
relacionada principalmente com atividades de lazer e esportivas ao ar livre, como a

canoagem, a hatagcdo, a pesca em agua doce, o rafting, viagens e o ecoturismo



(BOLIN, 1996; LEVETT, 2001; MORGAN et al., 2002; GROBUSH et al., 2003;
SEJVAR et al.,, 2003; DEY et al.,, 2004; BOLAND et al., 2004; NAKAMURA et al.,
2006).

No Brasil, a leptospirose € uma doenca endémica e constitui um problema de
saude publica. A manutencdo do agente é favorecida pelo clima tropical associado
principalmente ao pauperismo, a proliferacdo de roedores, o acumulo de lixo, o
excesso de cées errantes, as enchentes e ao crescimento desordenado dos centros
urbanos com aumento das favelas e constru¢cdes nas periferias, com minimo ou
nenhum saneamento basico, o que favorece a instalacdo de um quadro endémico
(KO et al., 1999; JOUGLARD, 1999; FIGUEIREDO et al., 2001; COSTA et al, 2001,
McBRIDE et al., 2005), fazendo com que a ocorréncia da leptospirose esteja
intimamente relacionada a situacdo soOcio-econdmica e sanitaria da populagéo,
apresentando, portanto, incidéncias distintas entre as diferentes classes sociais.

A leptospirose € considerada também como uma doenca de risco
ocupacional, atingindo diferentes classes profissionais, como trabalhadores em
canaviais, abatedouros, arrozais, tratadores de animais, fazendeiros e médicos
veterinarios. Em relacdo aos servicos de saneamento, estdo expostos a infeccao os
trabalhadores das redes de abastecimento de 4gua e de esgotos, como também os
da limpeza publica, coletores de lixo e garis. Essas atividades, quando executadas,
na auséncia de recursos tecnolégicos e de equipamentos de segurancga, por mao-
de-obra desqualificada e mal remunerada, aumentam ainda mais o risco infeccao
(ALMEIDA et al., 1994; LEAO et al., 1997; CAMPAGNOLO et al., 2000; LANGONI at
al., 2008).

A susceptibilidade a infec¢cdo humana é igual para ambos os sexos em todas
as idades, quando estao igualmente expostos as fontes de contagio. O homem, por
razdes ocupacionais, estd usualmente mais exposto a enfermidade que a mulher,
razdo pela qual costuma predominar no sexo masculino (LEAO et al., 1997). Em
relacdo a idade, a doenca acomete todas as faixas etarias, tendo maior incidéncia
em individuos entre 15 e 45 anos (PLANK; DEAN, 2000).

A fonte de infeccdo canina ainda ndo estd estabelecida. Os principais
reservatorios da espiroqueta sdo constituidos pelos roedores sinantrépicos das
espécies Rattus norvegicus, Rattus rattus e Mus musculus. Assim, sugere-se que
estes animais sejam a fonte mais importante de infeccao para os cédes (BLAZIUS et
al., 2005).



2.7 Sinais clinicos da leptospirose

A leptospirose acomete, praticamente, todos 0s animais domesticos,
silvestres e o homem, provocando ou ndo a manifestacdo de sintomas (WEBSTER
et al., 1995).

A sintomatologia é variavel, com distintos graus de severidade. O espectro
dos sintomas é bastante amplo, podendo apresentar um quadro subclinico ou de
doenca febril, anictérica, autolimitada, até quadros ictéricos graves, a classica
sindrome de Weil, com alto potencial de letalidade (BRASIL, 1995; LEVETT, 2001;
WHO, 2003).

Caracteriza-se por apresentar sintomas muito parecidos com os de outras
doencas como a dengue e a gripe, o que torna dificil distingui-las clinicamente, por
isso muitas vezes ndo héa procura de assisténcia médica. A notificacdo, portanto,
representa apenas uma pequena parcela, de aproximadamente 10% do namero real
de casos no Brasil (NASSI et al., 2003; TESSEROLLI et al., 2005).

Cerca de 10% dos casos de leptospirose se apresentam como uma sindrome
ictérica febril, cuja evolucdo clinica é rapida e progressiva (LEVETT, 2001), com
inicio agudo de febre elevada e mialgias, por vezes com exantema e conjuntivite
associados. Pode ocorrer a instalacdo de alteragbes hepéticas e renais, como
ictericia e insuficiéncia renal, podendo levar a um quadro hemorragico relacionado a
fendbmenos de vasculite, trombocitopenia, com expressdes variaveis e até mesmo
manifestacbes hemorragicas digestivas como hematemese, melena e/ou
enterorragia. As manifestacdes clinicas variam nos termos da severidade e da
sintomatologia (FEIGIN; ANDERSON, 1975; COSTA et al., 2001; SAMBSIAVA et al.,
2003).

O inicio da leptospirose anictérica é abrupto e € caracterizado pela febre, dor
de cabeca, mialgia, prostracdo e as vezes, colapso circulatério. A fase septicémica
dura de 3 a 7 dias, com febre elevada, dor de cabeca intensa e ininterrupta,
anorexia, nausea e dor abdominal (SAMBSIAVA et al., 2003).

A persisténcia de leptospiras nos rins pode ocasionar desde pequenos
infiltrados inflamatorios focais a extensas lesdes, caracterizadas por necrose celular,

atrofia tubular e hemorragia renal (FAINE et al., 1999).



Os sinais clinicos da leptospirose canina dependem de fatores como idade,
estado imunoldgico e patogenicidade do sorovar envolvido. O periodo de incubagcao
€ de 5 a 15 dias e, nos casos severos, a doenca tem um estabelecimento repentino,
caracterizado por fraqueza, anorexia, vOmitos, quase sempre acompanhado de
conjuntivite. Neste estagio, o diagndstico é dificil, sendo que os sinais tornam-se
mais pronunciados em alguns dias, ocorrendo dispnéia e sede acentuada. Quando
percutida a regido lombar, pode o animal demonstrar dor, 0 mesmo acontecendo a
palpacéo do abdémen (LEAO et al., 1997; SANTIM et al., 2006).

Os sintomas no cédo podem se apresentar de forma aguda, febril, com sinais
intestinais, hepaticos e renais, caracterizados por ictericia, vomito, faléncia renal,
depressdo, convulsées, conjuntivite, letargia, depressdo, anorexia, polilria,
polidipsia, diarréia e mialgia (PINNEY, 1998; ADIN et al., 2000).

Dependendo do sorovar envolvido, a sintomatologia pode variar. O sorovar
icterohaemorrhagiae pode levar a morte em 24 a 48 horas. Os cdes que sobrevivem
a esse periodo inicial podem apresentar a sindrome ictero-hemorragica, com
hipertermia, prostracdo, hemorragias difusas, especialmente no pulméo e no sistema
digestorio, insuficiéncia renal, observada por diminui¢cdo da diurese ou pela presenca
de albumindria, podendo ocorrer também uremia, desidrata¢io e 6bito (LEAO et al.,
1997; ADIN et al., 2000).

O sorovar canicola pode provocar infec¢cdo subclinica ou crénica e muitas
vezes 0s animais podem mostrar-se assintomaticos enquanto o sorovar pomona
pode provocar doenca subclinica (GREENE, 1990).

Problemas reprodutivos podem ocorrer seguindo a infecgcdo. Deve-se sempre
considerar a leptospirose como um diferencial em todos os casos do aborto ou de
mortalidade perinatal onde nenhum dos microrganismos patogénicos suspeitos
usuais pode ser identificados (ANDRE-FONTAINE, 2006).

A mortalidade aproxima-se de 10%. Nos casos fatais, a morte advém em 5 a
10 dias de doenca (LEAO et al., 1997).

2.8 Diagnoéstico da leptospirose

O diagndstico precoce da leptospirose é crucial para a intervencao terapéutica

apropriada e prevencdo da instalacdo de formas sintomatolégicas graves



(RIEDIGER, 2007). A doenca constitui um sério problema médico e de saude
publica. Na maioria dos casos, a historia epidemiologica, 0s sinais e sintomas
clinicos da doenca ndo permitem o diagnostico, sendo necesséria a confirmagéo
laboratorial (FAINE, 1982). Reac¢des soroldgicas e moleculares foram descritas para
o diagndstico da leptospirose tanto em humanos como em animais (LUCCHESI et
al., 2004; BROD et al.,, 2005; OOTEMAN et al., 2005; ADESIYUN et al., 2006;
BOMFIM et al., 2007).

O diagnéstico pode ser realizado por diferentes técnicas laboratoriais
baseadas na deteccao direta ou indireta do agente ou do material genético (SANTA
ROSA, 1970; FAINE et al, 1999), porém todos os métodos apresentam
inconvenientes. A soroaglutinacdo microscopica (SAM) com antigenos vivos € a
mais utilizada em todo o mundo (FAINE et al., 1999). A técnica consiste
principalmente na reacdo entre anticorpos presentes no soro contra os antigenos
encontrados na superficie da Leptospira (LEVETT, 2001).

ReacOes cruzadas entre sorovares, titulos vacinais e o inicio da fase aguda
da enfermidade s&o fatores importantes na interpretacdo dos resultados
laboratoriais, sendo assim, que os testes sorolégicos devem ser realizados levando
em consideracdo dados epidemiolégicos, bem como as informacdes obtidas na
anamnese e no exame fisico (BOLIN, 1996). E a técnica mais recomendada pela
Organizagdo Mundial de Saude (OMS) e tem como desvantagem a falta de
sensibilidade em detectar anticorpos antes da segunda semana de doen¢ca uma vez
que os titulos maximos sdo alcancados durante a terceira semana (RIBEIRO, 2003).

Cultura, exame direto através da microscopia de campo escuro,
imunofluorescéncia e Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) também podem ser
utilizados. Métodos soroldgicos podem falhar na deteccdo de infeccdes onde a
leptospira ndo provoque uma resposta imune capaz de reagir com os padrbes
conhecidos, e muitos hospedeiros podem apresentar baixos titulos de anticorpos
(LEVETT, 2001; SACHSE; FREY, 2003).

A microscopia de campo escuro consiste na observacdo da motilidade tipica
da leptospira em amostras clinicas de sangue, liquido cérebro espinhal, urina ou
fluido peritoneal. Artefatos na amostra podem ser confundidos com leptospiras,
gerando duavidas no resultado do exame. Trata-se de um método simples, mas que
pode resultar em falso negativo quando ha poucas bactérias na amostra. Quando

correlacionado com parametros clinicos pode ajudar no diagnéstico precoce da



leptospirose, porém ndo deve ser usado isoladamente (SAMBASIVA et al., 2003).
Entretanto, essa técnica apresenta limitagdes, baixa sensibilidade, necessidade de
observador experiente, eliminacdo de forma intermitente de leptospira pela urina e
lise pelo pH acido da urina (BOLIN et al., 1989).

A prova de imunoperoxidase indireta, utilizando soro hiperimune com
anticorpos contra sorovares de leptospiras, tem sido utilizada para o diagnostico da
leptospirose em 6rgdos de animais infectados (SCANZIANI et al., 1991).

As técnicas de diagnéstico da leptospirose atualmente disponiveis
apresentam baixa sensibilidade e ou especificidade. Por isso, tem havido um grande
esfor¢o no sentido de desenvolver testes rapidos e eficientes, baseados em técnicas
de biologia molecular (NASSI et al., 2003).

Uma das ferramentas mais poderosas em biologia molecular € a PCR.
Desenvolvida em 1985 por Kary Mullis e colaboradores, atualmente é
intensivamente utilizada em pesquisas (NICHOLAS, 1999). A PCR é um método
rapido, sensivel e especifico que possibilita o diagnostico a partir de amostras
pequenas de DNA (BAL et al., 1994). Excetuando 0s custos iniciais para a aquisicao
de equipamentos, a técnica de PCR é especifica, sensivel, rapida e de baixo custo
para o diagnostico da leptospirose (HEINEMANN, 1999). A principal limitacdo da
PCR é a incapacidade de identificar o sorovar infectante. Apesar de n&o ser
significativo para o paciente individualmente, a identificacdo do sorovar tem valor
epidemioldgico e de saude publica (LEVETT, 2004).

A sensibilidade da PCR pode variar de acordo com a escolha dos primers,
padronizacdo dos reagentes empregados na técnica, selecdo do material biolégico,
forma de conservacgao e tempo de estocagem da amostra, uma vez que o DNA pode
facilmente sofrer degradacgao (VELOSO et al., 2000).

KEE et al.,, (1994) demonstraram que a PCR, comparado a SAM, é um
método eficaz, diagnosticando a doencga antes do desenvolvimento de anticorpos ou

guando os titulos estéo baixos e curso clinico confuso.

2.9 Biologia molecular



A disponibilidade de sequéncias genémicas completas tem possibilitado o
estudo de mudancas no conteudo génico e nucleotidico durante a evolucdo de
linhagens de bactérias patogénicas e saprofitas (REGO et al., 2007).

Recentes avancos na tecnologia do DNA podem fornecer uma nova
abordagem no desenvolvimento de ferramentas diagndsticas de alta sensibilidade e
rapidez. A PCR estda sendo amplamente utilizada no diagnostico de doencas
infecciosas causadas por microrganismos de crescimento lento ou fastidioso, como
a leptospirose humana ou animal, podendo ser usado em combinagdo com outros
testes soroldgicos melhorando a sensibilidade do diagnostico da leptospirose na
primeira fase da doenca (KEE et al, 1994; FONSECA et al, 2006;
WANGROONGSARSB et al., 2005).

Foram descritos como alvos da amplificagcdo genes codificadores de rRNA
16S ou 23S (FUKUNAGA; MIFUCHI, 1989; BARIL et al., 1992; MERIEN et al., 1992;
ZHANG et al.,, 1993) ou elementos repetitivos no genoma (WOODWARD et al.,
1991; ZUERNER; 1995). GRAVEKAMP et al., (1993) desenvolveram os primers
denominados G1/G2 referente ao gene secY, localizado no l6cus S10-spc-a de
todas as espécies de leptospiras patogénicas, excetuando L. kirschneri.

As ferramentas de biologia molecular, oferecerem grandes vantagens em
relacdo as limitacbes dos métodos classicos de cultivo e inoculacdo em animais,
porém estes métodos ainda ndo podem ser abandonados, pois através deles é que
€ possivel o conhecimento da identidade antigénica dos sorovares presentes em

uma determinada regido (FAINE et al., 1999).



3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

O objetivo geral do estudo foi utilizar a técnica da PCR para o diagnéstico da

leptospirose em amostras clinicas de cées.

3.2 ESPECIFICOS

1. Aperfeicoar a técnica de extracdo de DNA total em amostras de sangue e
urina de cées;

2. Otimizar a técnica da PCR para o diagnostico da leptospirose em amostras
de sangue e urina de cées infectados naturalmente;

3. Verificar a presenca de Leptospira sp em amostras de sangue e uring;

4. Realizar a técnica de PCR com os primers G1 e G2 que amplificam a

regido do gene secY de leptospiras patogénicas.



4 ARTIGOS

Os resultados obtidos serdo apresentados em forma de artigo cientifico, o
qual sera submetido ao periddico “Ciéncia Animal Brasileira”. Desta forma, os artigos
estdo formatados conforme exigéncia dos periddicos cientificos em que serdo

publicados.



5 CAPITULO 1

DIAGNOSTICO MOLECULAR DE Leptospira spp. EM CAES ERRANTES E
DOMICILIADOS INFECTADOS NATURALMENTE

RESUMO

A leptospirose é uma zoonose de distribuicdo mundial causada por espiroquetas
patogénicas do género Leptospira spp. Nos cées, os sinais clinicos da leptospirose
podem depender de fatores como idade, estado imunoldgico e patogenicidade do
sorovar e 0s animais podem apresentar sinais agudos ou subclinicos, mantendo-se
assintométicos. O diagnostico precoce € crucial para a adocao terapéutica
apropriada e prevencdo da instalacdo de formas sintomatolégicas graves. Diversas
técnicas laboratoriais baseadas na deteccdo do agente ou do material genético
podem ser utilizadas. A soroaglutinacdo microscopica é a técnica mais recomendada
pela OMS e € a mais utilizada em todo o mundo. Sua desvantagem € a falta de
sensibilidade nas semanas iniciais da doenca. A Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) esta sendo extensivamente utilizada no diagndstico de doencas infecciosas
demonstrando eficacia no diagnéstico da doenca antes do desenvolvimento de
anticorpos. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a técnica da PCR com os
primers G1 e G2, que amplificam o fragmento de 285 pb da regido do gene secY da
Leptospira spp, em 200 amostras de sangue de cdes domiciliados e errantes
provenientes do municipio de Ilhéus-Ba. Nove animais (4,5%) apresentaram
resultados considerados positivos para leptospirose. A PCR gerou banda especifica,
visivel e compativel aos 285 pares de base (pb) da Leptospira SP amplificada pelos

primers.

Palavras-chave: diagnostico molecular, DNA, infeccao.



MOLECULAR DIAGNOSIS OF Leptospira spp. IN STRAY DOGS AND ADDRESS
NATURALLY INFECTED

ABSTRACT

Leptospirosis is a zoonosis of worldwide distribution caused by pathogenic
spirochetes of the genus Leptospira spp. In dogs, clinical signs of leptospirosis may
depend on factors such as age, immune status and pathogenicity of the serovar and
the animal may show signs or sub-acute and remained asymptomatic. Early
diagnosis is crucial for the adoption of appropriate therapy and preventing the onset
of severe symptomatic forms. Several laboratory techniques based on detection of
the agent or genetic material can be used. The microscopic agglutination test is the
most often recommended by WHO and is widely used around the world. Its
disadvantage is the lack of sensitivity in the early weeks of the disease. The
Polymerase Chain Reaction (PCR) is being extensively used in the diagnosis of
infectious diseases shown to be effective in diagnosing the disease before the
development of antibodies. This study aimed to evaluate the PCR technique with
primers G1 and G2, which amplify the fragment of 285 bp gene region secY of
Leptospira spp in blood samples of domiciled and stray dogs from the municipality of
llhéus-Ba. Nine animals (4.5%) presented results that were positive for leptospirosis.
The PCR produced specific band, visible and compatible to 285 base pairs (bp) of

Leptospira sp amplified by primers.

Keywords: molecular diagnosis, ADN, infection.



5.1 INTRODUCAO

A leptospirose € uma zoonose de distribuicdo mundial causada por
espiroquetas patogénicas do género Leptospira spp. No Brasil, € considerada uma
doenca endémica e constitui um sério problema de saude publica. A manutencédo do
agente em regides urbanas e rurais é favorecida pelo clima tropical associado a
situacéo sécio-econdmica e sanitéaria da populacdo (SAKATA et al., 1992; KO et al.,
1999; JOUGLARD, 1999; COSTA et al.,, 2001; WHO, 2003; PAPPACHAN et al.,
2004; McBRIDE et al., 2005).

Diversas espécies domesticas, sinantropicas e silvestres podem tornar-se
portadores e contribuirem para a disseminacdo da bactéria no ambiente. A
eliminacdo da Leptospira pela urina dos portadores ocorre por periodos de tempo
gue podem variar de poucas semanas a varios meses, entre 0s animais domesticos,
e por toda vida no caso dos roedores (WEBSTER et al.,, 1995; LANGONI et al.,
1999; MATHIAS et al., 1999; GIRIO et al., 2004; CORREA et al., 2004; DELBEN et
al., 2004; HERRMANN et al., 2004; PESCADOR et al., 2004; TESSEROLI et al.,
2005; MAGAJEVSKI et al., 2007; SILVA et al., 2009).

A doenca exibe um carater sazonal que coincide com os periodos de intensa
precipitacdo pluviométrica e suas consequientes enchentes, 0 que aumenta o risco
de infeccdo em humanos e animais, devido a maior exposi¢cdo das mucosas e da
pele com a agua contaminada principalmente pela urina de roedores (SAKATA et al.,
1992; WHO, 2003; PAPPACHAN et al., 2004).

Nos cées, os sinais clinicos da leptospirose podem depender de fatores como
idade, estado imunologico e viruléncia do sorovar e 0s animais podem apresentar
sinais agudos caracterizados por febre, ictericia, vomito, depressdo e anorexia,
sinais ictero-hemorragicos, com prostracdo, hemorragias difusas, especialmente no
pulmdo e no sistema digestorio, insuficiéncia renal, desidratacdo e Obito, ou até
mesmo infeccdo subclinica ou croénica mantendo-se, assim, assintomaticos
(PINNEY, 1998; ADIN et al., 2000; SANTIM et al., 2006).

O diagnéstico precoce € crucial para a adocdo da terapia apropriada e
prevencdo da instalacdo de formas sintomatologicas graves e diferentes técnicas

laboratoriais baseadas na detec¢do do agente ou do material genético podem ser



utilizadas (RIEDIGER, 2007; FAINE et al., 1999; SANTA ROSA, 1970). A técnica
mais recomendada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) é a soroaglutinacéo
microscopica (SAM) com antigenos vivos, sendo a mais utilizada em todo o mundo.
Sua desvantagem é a falta de sensibilidade em detectar anticorpos nas duas
semanas iniciais da doenca (SANTA ROSA, 1970; FAINE et al., 1999; LEVETT,
2001).

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) esta sendo extensivamente
utilizada no diagnéstico de doencas infecciosas causadas por microrganismos de
crescimento lento ou fastidioso (KEE et al., 1994; WANGROONGSARSB et al., 2005;
FONSECA et al., 2006), demonstrando eficacia no diagnéstico da doenca antes do
desenvolvimento de anticorpos ou quando os titulos estdo baixos e curso clinico
confuso (KEE et al., 1994). TEIXEIRA et al., (2008) demonstraram a importancia da
biologia molecular ao relatar um caso clinico em que um cdo, com sintomatologia
sugestiva de leptospirose, apresentou sorologia negativa e, em contrapartida, PCR
positiva. Sua limitacdo estd na incapacidade de identificar o sorovar infectante,
porém, pode diferenciar leptospiras patogénicas de espécies saprofitas (BRANGER
et al., 2005).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a técnica da PCR com o0s
primers G1 e G2, que amplificam o fragmento do gene secY de 285 pb da Leptospira

spp, em amostras de sangue de cées provenientes do municipio de Ilhéus.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Area e animais de estudo

Foram analisados cdes do municipio de Ilhéus, localizado no litoral sul do
Estado da Bahia (14° 47' 55" de latitude sul, 39° 02' 01" de longitude oeste), no nivel
do mar e possui area territorial de 1.840,991 Km?. O clima é tropical e o indice de
precipitacdo pluviométrica média anual esta entre 1600 - 1800 mm. A vegetacao
consiste predominantemente em Mata Atlantica. A populagéo estimada é de 219.710
habitantes, de acordo com o censo do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
em 2008 (IBGE, 2008).

A amostra foi calculada com base na populacéo total de cdes do municipio a

partir da populacdo humana. Para o célculo da propor¢cao cdo/homem, foi utilizada a



relagéo 1:10, que redundou em um total de 22.000 animais. O calculo da amostra foi
executado com o programa Epilnfo 6.4 (DEAN e ARNER, 2007), considerando-se
um nivel de confianca de 95%, a possibilidade de deteccdo da doenca de 50%
(correspondente a doencas de ocorréncia desconhecida em determinada populacao)
e um erro estatistico de 7%, resultando no N amostral de 196 que foi aumentado
para 200. As informagdes obtidas junto aos proprietarios foram inseridas em uma
planilha eletrbnica elaborado no programa de computador Microsoft Office Excel.
Metade do numero amostral (100 animais) foi proveniente da rotina de
animais atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Estadual de Santa Cruz
(HV-UESC). As amostras dos animais errantes foram obtidas no Centro de Controle
de Zoonoses (CCZ) de Ilhéus-Ba. A coleta foi realizada de forma aleatoria e
independentemente do quadro clinico do animal, sexo ou idade. O sangue foi obtido
assepticamente por venopuncao da jugular ou cefalica apds contencdo adequada do
animal, utilizando-se seringas de 5 ml. Em seguida, o sangue foi transferido para
tubo de ensaio com tampa identificado contendo 0,5 mL de anticoagulante EDTA. O
sangue foi mantido em freezer a -20° C, até o moment o da extracdo de DNA total.
Para determinacdo das variaveis associadas a leptospirose no grupo de
animais domiciliados atendidos no HV-UESC foi utilizada uma entrevista com dados
epidemiolégicos com os proprietarios. Os dados referentes ao sexo, idade, raca e
fatores de risco foram preenchidos no momento da coleta de sangue. No caso das
amostras dos animais errantes recolhidos pelo CCZ, apenas 0 sexo, a presenca de

sintomatologia clinica e a idade estimada foram computados.
5.2.2 Andlise estatistica

Os resultados obtidos ap6s o estudo das variaveis foram submetidos a
andlise estatistica através do Qui-quadrado (X?) utilizando-se do programa SPSS
para estimacdo de risco e o programa Epilnfo 6.4 (DEAN e ARNER, 2007) para
tabelas de contingéncia.

5.2.3 Extracéo do DNA das amostras de sangue

Logo ap6s o descongelamento, 500 mL de sangue foi colocado em um

eppendorf junto a 500 puL de agua miliQ. As amostras foram homogeneizadas,



centrifugadas 10000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi descartado. Adicionou-
se 500 puL o Tampéo de Extracdo (250 pL Tris — HCL 10mM + 250 uL EDTA 0,5M +
5 pL Proteinase K 100 pg/pL + 10 pL Triton X — 100). Cada amostra foi levada ao
vortex e aquecida em banho-maria a 50C por 30 minutos. Apds este tempo,
adicionou-se 300 pL Dodecil Sulfato de Sdédio (SDS) 0,5 %, vortex e levou-se ao
banho-maria a 50C por 30 minutos novamente.

Adicionou-se Fenol/Cloroférmio/Alcool Isoamilico e homogeneizou-se a
amostra manualmente. Aguardou-se 2 minutos para centrifugar a 14000 rpm por 6
minutos. O sobrenadante foi transferido para outro eppendorf com o auxilio de uma
pipeta.

A lavagem foi repetida com 130 pL de cloroférmio. As amostras foram
centrifugadas a 14000 rpm por 8 minutos. O sobrenadante foi transferido para outro
eppendorf com o auxilio de uma pipeta.

Precipitou-se o DNA com 100 pL de Acetato de Aménio 5 M e 900 uL de
etanol a 100%. Agitou-se manualmente aguardando 2 minutos. As amostras foram
centrifugadas a 14000 rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado com a
pipeta e o precipitado lavado com 1 mL de etanol 95%. Centrifugou-se novamente a
14000 por 15 minutos. Descartou-se 0 sobrenadante, secou-se o0 pellet em
temperatura ambiente e este foi eluido em 500 puL de TE. As amostras foram

armazenadas em freezer a -20C até o momento da PCR.
5.2.4 Amplificagdo do DNA

O sistema utilizou primers especificos para amplificagdo de um fragmento do
gene secY do genoma das espécies patogénicas de Leptospira spp., exceto L.
kirschneri (GRAVEKAMP et al., 1993). Os primers foram sintetizados por empresa

especializada.
5.2.5 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

O sistema de PCR selecionado foi submetido a etapas de otimizacdo para

confirmacao da concentragdo 6tima de MgCI2 e da temperatura ideal de anelamento

dos oligonucleotideos.



Os primers utilizados na reacdo de amplificacdo do gene secY tinham as
seguintes sequéncias nucleotidicas: Gl[direto] - 5° CTG AAT CGC TGT ATA AAA
GT 3’; G2 [reverso] - 5 GGA AAA CAA ATG GTC GGA AG 3. O DNA extraido de
todas as amostras clinicas foi amplificado conforme protocolo de PCR descrito
anteriormente (GRAVEKAMP et al., 1993), com algumas modificacdes.

A amplificagcdo do DNA foi realizada num volume final de 35 ul. A mistura de

reacao consistiu em 4uL de Tampéao Tag 10X, 3uL de MgCIZ, 3uL de cada iniciador

(G1 e G2), 1uL de dNTP's (dATP, dTTP, dCTP e dGTP) e 1U de Taq DNA
Polimerase (Cenbiot- RS). O volume da mistura de reacédo foi corrigido com agua
ultrapura para PCR para 16 pl. A seguir foram adicionados 19 ul de DNA extraido.

Para a primeira reacdo de PCR foi utilizado um termociclador MJ96G-
Biocycler. O primeiro ciclo consistiu de desnaturacdo a 95T por 5 minutos,
anelamento dos primers a 68T por 1 minuto e extensédo a 72T por 2 minutos. Os
34 ciclos seguintes consistiram de desnaturacdo a 94 por 1min30s, anelamento
dos primers a 55T por 1 minuto e extensédo a 72T por 2 minutos. Uma etapa final
de 5 minutos a 72<C.

A segunda reacéo, consistiu em 4uL de Tampdo Taq polimerase 10X, 3 uL de
MgCl,, 4uL de cada primer (G1 e G2), 1,5 uL de dNTP (dATP, dTTP, dCTP e dGTP),
1 U de Tag DNA Polimerase, 2,0 uL de agua para PCR e 16 ul do DNA molde
produto da primeira amplificacéo. O primeiro ciclo consistiu de desnaturacdo a 95C
por 5 minutos, anelamento dos primers a 68T por 1 minuto e extensdo a 72T por 2
minutos. Os 34 ciclos seguintes consistiram de desnaturagédo a 94C por 1min30s,
anelamento a 55 por 1 minuto e extensdo a 72T por 2 minutos. Uma etapa final
de 5 minutos a 72T conferiu extensao completa dos primers.

Todas as baterias de reagéo foram acompanhadas por um controle negativo
de amplificacédo (5 pl de agua ultrapura) e um controle positivo de amplificacéo (5 pl

de DNA de um animal positivo).
5.2.6 Eletroforese dos produtos da PCR
Aliquotas dos produtos da PCR e marcador de peso molecular 50 pb

(Ludwing Biotec) foram submetidas a eletroforese em gel de agarose (Bioagency) a

2%. Os produtos foram entdo separados por eletroforese horizontal utilizando TAE



1X como tampéao de corrida, sob 80 V por 45 minutos. Em seguida, o gel de agarose
foi corado com brometo de etideo, exposto a luz ultravioleta em transiluminador (L-
PIX Loccus Biotecnologia) para revelagdo dos fragmentos separados e comparagao
do tamanho dos fragmentos do produto da PCR com aqueles gerados pelo
marcador de peso molecular. O gel foi fotodocumentado e a imagem foi digitalizada.
A definicdo de resultados positivos e negativos baseou-se na identificacdo visual das

bandas no gel de agarose.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Diversas técnicas de diagnéstico baseadas na deteccdo do material genético
da Leptospira estdo sendo empregadas, entre elas estd a PCR que é um método
rapido, sensivel e especifico possibilitando o diagnéstico a partir de uma pequena
amostra de DNA, entretanto, pode apresentar variagbes de sensibilidade e
especificidade dependendo de alguns fatores como o tipo, a conservagao e o tempo
de estocagem da amostra biolégica, os iniciadores utilizados e o0s reagentes
empregados (BAL et al., 1994; KRITSKI; MELO, 1997; VELOSO et al., 2000).

Dos 200 caes avaliados neste estudo, 100 domiciliados e 100 errantes, nove
(4,5%) apresentaram resultados considerados positivos para leptospirose, sendo
cinco animais domiciliados e quatro errantes, provenientes do CCZ-llhéus, Bahia. A
PCR das amostras de sangue dos animais positivos gerou banda especifica, visivel
e compativel aos 285 pares de base (pb) da Leptospira amplificada pelos primers G1

e G2, indicando a presenca da bactéria na circulagdo sanguinea (Figura 1).

285pbh =

Fig. 1. Eletroforese em gel de agarose 2,0 % dos produtos da PCR. M: Marcador
molecular 50pb; 1-2-4-5-6: animais domiciliados positivos; 8-9-10-11: animais
errantes positivos; 3-7: animais negativos.



No Brasil, existem poucos estudos relacionados a prevaléncia da leptospirose
em cées através da PCR. Levantamentos sorolégicos em caes errantes indicam que
o maior percentual (85%) foi observado por Viegas et al., (2001) em Salvador, Bahia.
Avila et al., (1998) encontraram 34,8% no Municipio de Pelotas, Estado do Rio
Grande do Sul. Percentuais inferiores (2,66%) foram relatados no mesmo estado
(JOUGLARD et al., 2000). Em estudos mais recentes, a sorologia para leptospirose
em cdaes errantes encontrada na Bahia foi de 28,6 % (HENTGES et al., 2008), em
Santa Catarina, 10,5% (BLAZIUS et al., 2005), na Paraiba, 20% (BATISTA et al.,
2004). Magalhdes et al. (2006) observaram a prevaléncia de 13,1% para
leptospirose em cées recolhidos pelo Centro de Controle de Zoonoses de Belo
Horizonte.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre a prevaléncia de
leptospirose em caes domiciliados (5%) e cées errantes (4%). Os resultados obtidos
no presente trabalho refutam os obtidos por Viegas et al., (2001), Garcia e Martins
(2002) e Blazius et al., (2005), onde testes sorolégicos demonstraram que caes de
rua tém incidéncia muito mais elevada de infec¢des causadas por Leptospira do que
os cdes domiciliados. De acordo com a entrevista aos proprietarios, ha indicios de
gue grande parte dos animais domiciliados tem a mesma probabilidade de infeccao
gue os animais errantes do municipio devido aos habitos e cultura dos mesmos.

A tabela 1 mostra os resultados obtidos pela analise das variaveis que
apresentaram significancia estatistica.

As variaveis relacionadas ao ambiente e condi¢cdes sanitarias dos animais
errantes ndo puderam ser contempladas no presente trabalho devido a metodologia
empregada, considerando que o CCZ nao possuia os dados sobre os animais.
Entretanto, sabe-se que animais errantes estdo sujeitos a diversos fatores de risco
como o livre contato com outros cées, contato com roedores, lixo e lama, de acordo
com o ambiente em que vivem.

N&o houve significancia estatistica entre a freqiéncia de animais positivos
para a leptospirose em relacédo ao sexo (p= 0,455) e idade (p=0,644).

Animais sem raca definida apresentaram um risco 1,19 vezes maior de
infeccdo em relacdo aos animais de raga. O fato pode ser explicado pelo fato de que

esses animais, geralmente, tém mais acesso a rua, 0 que aumenta o0 risco de



infecgdo pelo contato direto ou indireto com outros animais ou através do acesso a
areas alagadicas (QUERINO et al., 2003; BATISTA et al., 2005).

Os resultados obtidos no presente estudo indicaram que a presenca e/ou
contato com roedores (p= 0,362) e 0 acesso a rua (p= 0,113) ndo apresentaram
diferenca estatisticamente significativa, devido, talvez, ao numero pequeno da
amostra, no entanto, todos 0s animais positivos tiveram acesso a essas variaveis. E
provavel que o habito de cacar roedores e 0 acesso a rua sejam fatores que estejam
interligados, favorecendo a disseminacéo da leptospirose entre os cdes (QUERINO
et al., 2003). Nao houve animais positivos entre os cdes que nédo tinham acesso a

rua.

Tabela 1. Resultado das variaveis analisadas para a determinagdo dos fatores de risco para a

leptospirose em 200 caes provenientes do municipio de llhéus-Ba.

Caracteristicas Caes Caes Significancia RP (razao de
positivos negativos estatistica (p) prevaléncia)
Suspeita clinica 47% 0,55% <0,0001 86,12
Prostracéo 50% 0,5% <0,0001 21,22
Ictericia 70% 1,17% <0,001 49,25

Os trabalhos de levantamento soroepidemioldgicos de leptospirose em caes,
em varios estados brasileiros, mostram uma grande variabilidade em relacdo a
frequéncia. Esse fato pode ser explicado pela multiplicidade de fatores que
influenciam a ocorréncia da doenca, tais como clima, sendo mais elevada em
regides tropicais, indice pluviométrico e condi¢cdes sanitarias, como a coleta de lixo
deficiente, o acumulo de lama e a elevada populacdo de roedores (ALVES et al.
2000; BLAZIUS et al., 2005). Os cdaes errantes e domeésticos podem, pelo seu
estreito convivio com o homem, servir de importante fonte de infec¢éo, participando
na epidemiologia da doenca (GENOVEZ, 1996; FARRINGTON; SULZER, 1982).

Resultados negativos em animais com suspeita clinica de leptospirose
ressaltam a importancia do diagnostico laboratorial na exclusao da suspeita clinica,
tanto da leptospirose quanto de outras enfermidades que apresentam sinais clinicos
semelhantes, para implementacdo de condutas adequadas de tratamento, de

controle e de profilaxia da doencga.



5.4 CONCLUSOES

Pelos resultados obtidos, conclui-se que o0s caes, tanto errantes quanto
domiciliados, do municipio de Ilhéus - Bahia estao sujeitos a infec¢éo por Leptospira
spp, podendo servir de importante fonte de infeccdo para o homem e para outros
animais. Este estudo mostrou a viabilidade do diagnéstico da leptospirose em
amostras de sangue de cées infectados naturalmente através da PCR. A técnica se
mostrou uma ferramenta Util, rapida, eficaz e de baixo custo, podendo ser
implantada na rotina dos laboratorios, permitindo, assim, que medidas adequadas de

tratamento e profilaxia sejam adotadas com maior antecedéncia.
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6 CAPITULO 2

DETECGAO MOLECULAR DE Leptospira spp. EM AMOSTRAS DE URINA DE
CAES INFECTADOS NATURALMENTE

RESUMO

A leptospirose € uma zoonose importante, causada por espiroquetas
patogénicas do género Leptospira. A diversidade e inespecificidade dos sintomas
podem dificultar o diagnéstico definitivo, sendo muitas vezes necessario a utilizacao
de testes laboratoriais. As técnicas de biologia molecular podem ser utilizadas no
diagndstico de doencgas infecciosas causadas por bactérias de crescimento lento ou
ndo cultivaveis. A PCR é uma das técnicas mais utilizadas, sendo um método
rapido, sensivel e especifico, podendo diagnosticar a doenca antes do
desenvolvimento dos titulos de anticorpos ou quando os titulos estdo baixos. O
objetivo do presente estudo foi avaliar a utilidade da PCR no diagnéstico da
Leptospira spp na urina de 15 cdes provenientes do municipio de Ilhéus-Ba, com
suspeita clinica de leptospirose, utilizando-se o par de primers G1 e G2. Nao houve
amplificacdo nas amostras de urina que foram armazenadas a -20°C. Amostras
processadas imediatamente ap0s coleta produziram bandas especificas compativeis
aos 285 pb da Leptospira amplificadas pelos primers. Com base nos resultados
obtidos, pode-se concluir que a PCR é um método de diagnéstico eficaz, sendo

recomendado o processamento da amostra no mesmo dia da coleta da urina.

Palavras-chave: PCR, Leptospira, DNA, infeccéo.



MOLECULAR DETECTION OF Leptospira spp IN URINE SAMPLES FROM DOGS
NATURALLY INFECTED

ABSTRACT

Leptospirosis is an important zoonosis caused by pathogenic spirochetes of the
genus Leptospira spp. The diversity and specificity of symptoms may complicate the
final diagnosis and is often necessary to use laboratory tests. The techniques of
molecular biology can be used in the diagnosis of infectious diseases caused by
bacteria slow-growing or not cultivable. PCR is one of the most used, and a rapid,
sensitive and specific and can diagnose the disease before the development of
antibody titers, or when the bonds are low. The aim of this study was to evaluate the
usefulness of PCR in the diagnosis of Leptospira spp in the urine of 15 dogs from the
city of llhéus-Ba, with clinical suspicion of leptospirosis, using the primer pair G1 and
G2. No amplification was detected in the urine samples that were stored at -20C.
Samples processed immediately after harvest produced specific bands compatible to
285 bp of Leptospira amplified by primers. Based on the results obtained, it can be
concluded that PCR is an effective method of diagnosis, and recommended sample

processing on the same day of urine collection.

Keywords: PCR, Leptospira, ADN, infection.



6.1 INTRODUCAO

A leptospirose € uma zoonose de importancia mundial, causada por
espiroquetas patogénicas do género Leptospira, que pode acometer humanos,
animais silvestres e muitas espécies domésticas (BHARTI et al., 2003; LEVETT,
2004).

No Brasil, assume carater epidémico relacionado, principalmente, as
precarias condic6es de saneamento basico associado a consequente proliferacdo de
roedores, que sao os principais portadores da bactéria no meio urbano. Os cées sao
considerados a segunda principal fonte de infeccdo para o homem (BROD et al.,
2005). No meio urbano, a grande fonte de infeccdo para 0 homem e para o céo € o
contato com roedores ou com a urina contaminada. No ambiente rural, as principais
fontes de infeccdo estdo relacionadas principalmente a roedores e outros animais
silvestres.

O diagnéstico de doengas infecciosas com detec¢cdo de microrganismo de
crescimento lento ou daqueles que nédo séo cultivaveis se torna possivel através das
técnicas de biologia molecular. A Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é uma
das técnicas mais utilizadas, sendo um método rapido, sensivel e especifico, que
possibilita o diagnéstico a partir de uma pequena amostra de DNA (BAL et al., 1994;
MOLINA; TOBO, 2004).

Diversos estudos demonstram que a PCR é um método eficaz no diagndstico
de doencas causadas por bactérias, antes do desenvolvimento dos titulos de
anticorpos ou quando os titulos estdo baixos e o curso clinico confuso. No caso da
leptospirose, os anticorpos sdo detectados somente cinco ou sete dias apds a
infeccdo, 0 que torna os testes soroldgicos pouco eficientes na deteccdo de
infeccdes onde o agente ndo induz uma resposta imune capaz de reagir com 0S
padrdes conhecidos (BAL et al., 1994; KEE et al., 1994; LEVETT, 2001; SACHSE;
FREY, 2003).

A comparacao dos resultados obtidos entre a analise da urina e do soro
através da PCR e da sorologia, através da SAM, confirmou que a analise da urina
pode ter mais sucesso que a andlise do soro, tanto da PCR quanto da SAM, sendo
informativa na primeira semana da doenca (BAL et al., 1994). A utilizagdo da PCR
em urina de caes pode ser Gtil no diagnéstico precoce da leptospirose (AKUZAWA et
al., 2001).



O objetivo do presente estudo foi avaliar a utilidade da PCR no diagndstico da
Leptospira spp na urina de cées infectados naturalmente com suspeita clinica da

doenca, utilizando-se o par de primers G1 e G2.

6.2 MATERIAL E METODOS

6.2.1 Area e animais de estudo

Foram incluidos, nesse estudo, 15 cdes provenientes do municipio de Ilhéus,
localizado no litoral sul do Estado da Bahia com suspeita clinica de leptospirose. As
amostras de urina de 10 animais foram provenientes da rotina de animais atendidos
no Hospital Veterinario da Universidade Estadual de Santa Cruz (HV-UESC).
Amostras de cinco animais errantes foram obtidas no Centro de Controle de
Zoonoses (CCZ) de Ilhéus-Ba. Foi estabelecido o diagnostico clinico baseado no
histérico (nos casos dos animais domiciliados) e nas manifestacdes clinicas, como
febre, anorexia, prostracdo e/ou ictericia. A urina, na quantidade de 15 mL foi
coletada através de sonda uretral estéril, transferida para tubos tipo Falcon, com
capacidade para 50 mL identificados. Metade da urina coletada foi congelada e outra
foi processada imediatamente.

6.2.2 Extracéo do DNA das amostras de urina

Apoés inversdes repetidas do tubo Falcon, aliquotas de 2 mL foram retiradas
com pipeta automatica e transferidas para tubos tipo eppendorf de 2,0 mL. Apds dez
minutos de centrifugagdo a 14.000 rpm, o sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspendido em 100 pL de agua miliQ. Centrifugou-se as amostras novamente. O
sobrenadante foi descartado. Adicionou-se 500 pL o Tampéo de Extragéo (250 pL
Tris — HCL 10mM + 250 pL EDTA 0,5M + 5 pL Proteinase K 100 pg/puL + 10 pL
Triton X — 100). Cada amostra foi levada ao vortex e aquecida em banho-maria a
50C por 60 minutos. Adicionou-se Fenol/Cloroférmio/Alcool Isoamilico e
homogeneizou-se a amostra manualmente. Centrifugou-se as amostras a 10000 rpm
por 5 minutos. O sobrenadante foi transferido para outro eppendorf com o auxilio de
uma pipeta. Precipitou-se o DNA com 100 pL de Acetato de Amoénio 5 M e 900 pL de

etanol a 100%. Agitou-se manualmente. As amostras foram incubadas a -20C por



30 minutos. Apos esse periodo, foram centrifugadas a 14000 rpm por 15 minutos. O
sobrenadante foi descartado com a pipeta e o precipitado lavado com 500 pL de
etanol 70%. Centrifugou-se novamente a 14000 por 15 minutos. Descartou-se o
sobrenadante, secou-se o pellet em temperatura ambiente e este foi eluido em 600
pL de Tampé&o TAE (Ludwing Biotec). As amostras foram armazenadas em freezer a
-20C até o momento da PCR.

6.2.3 Condic¢des de amplificacdo do DNA

Para cada amostra, preparou-se um mistura de reagentes (Mix) em um
microtubo para capacidade para 200uL que consistiu em 4 yL de Tampéao Taq, 3 uL
de MgCIZ, 3 pL de cada primer (G1 e G2), 1 yL de dNTP (dATP, dTTP, dCTP e

dGTP) e 0,5 yL de Tag DNA Polimerase (Cenbiot- RS). O volume da mistura de
reacdo foi corrigido com agua ultrapura para 20 ul. A seguir foram adicionados 15 pl
de DNA extraido. O sistema utilizou primers especificos para amplificacdo de um
fragmento do gene secY do genoma das espécies patogénicas de Leptospira spp.,
exceto L. kirschneri (GRAVEKAMP et al., 1993). Os primers foram sintetizados por
empresa especializada e possuiam as seguintes sequéncias nucleotidicas:
G1[direto] - 5 CTG AAT CGC TGT ATA AAA GT 3’; G2 [reverso] - 5 GGA AAA CAA
ATG GTC GGA AG 3.

Para a PCR foi utilizado um termociclador MJ96G-Biocycler. O primeiro ciclo
consistiu de desnaturacéo a 95T por 5 minutos, anelamen to dos primers a 68T por
1 minuto e extensdo a 72T por 2 minutos. Os 34 ciclos seg uintes consistiram de
desnaturagdo a 94<C por 1min30s, anelamento dos primers a 55T por 1 minuto e
extensdo a 72T por 2 minutos. Uma etapa final de 5 minutos a 72T conferiu

extensao completa dos primers.
6.2.4 Eletroforese dos produtos de PCR

A visualizacdo do produto amplificado foi realizada por eletroforese em gel de
agarose a 2,0 % utilizando-se tampéao de corrida TAE 1 X. Os produtos foram entado
separados por eletroforese horizontal, sob 80 V por 45 minutos. Em seguida, o gel

de agarose foi corado com brometo de etideo, exposto a luz ultravioleta em



transiluminador (L-PIX Loccus Biotecnologia) para revelagdo dos fragmentos
separados e comparacao do tamanho dos fragmentos do produto da PCR com
agueles gerados pelo marcador de peso molecular. O gel foi fotodocumentado e a
imagem foi digitalizada. A definicdo de resultados positivos e negativos baseou-se

na identificacdo visual das bandas no gel de agarose.

6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 15 cédes analisados, com quadro clinico sugestivo de leptospirose, 2
(13,3%) apresentaram resultados considerados positivos, sendo animais
domiciliados.

As amostras de urina congeladas e descongeladas antes do processamento
produziram resultados negativos uma vez que Leptospira pode sofrer lise durante a
estocagem em meios acidos ou pelo contato com substéncias inibidoras na prépria
urina tais como uréia e creatinina (LUCCHESI et al., 2004; BOOM et al., 2004). Além
disso, existe a possibilidade de que a aliquota utilizada ndo apresentasse a bactéria
uma vez que a sua eliminacao pela urina € intermitente (FAINE, 1982).

A realizacdo da PCR logo apdés a coleta da urina resultou em bandas

especificas compativeis aos 285 pb da Leptospira (Figura 2).

Fig. 2. Eletroforese em gel de agarose 2,0 % dos produtos da PCR.
M:Marcador molecular; 1-2-3-6-7:animais negativos; 4-5: animais positivos.
Isso pode ser explicado pelo fato de que algumas bactérias, inclusive a
Leptospira, podem sofrer lise durante a estocagem a baixas temperaturas e seu

acido nucléico pode ser perdido junto ao sobrenadante apos a centrifugacao



utiizada nas fases iniciais de extracdo do DNA para concentracdo dos
microrganismos (LUCCHESI et al., 2004).

Os resultados obtidos no presente estudo confirmam os obtidos por Riediger
(2007) que demonstram a sensibilidade e especificidade do conjunto de iniciadores

G1/G2 na andlise de amostras de urina no diagnéstico da leptospirose.

6.4 CONCLUSAO

Conclui-se, com este trabalho, que a PCR pode ser utilizada em amostras de
urina como um método de diagnéstico da leptospirose canina. O método pode ser
considerado rapido, de baixo custo e eficiente no diagnostico na fase de
leptospiraria. O congelamento pode provocar a lise das leptospiras, sendo
recomendado o processamento da amostra no mesmo dia da coleta da urina. A
padronizacdo e a escolha correta do protocolo de extracdo do DNA, escolha dos
reagentes e dos primers para a PCR, sdo essenciais no sucesso do diagndstico

precoce da infeccao.
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7 CONCLUSOES FINAIS

Conclui-se, com este trabalho, que a técnica da PCR desenvolvida se
mostrou eficaz e de baixo custo para o diagnéstico da Leptospira spp. em amostras
de sangue e urina de caes, possibilitando rapidez no diagnéstico da leptospirose
canina. Os cées, tanto errantes quanto domiciliados, do municipio de llhéus - Bahia
podem servir de importante fonte de infecgéo da leptospirose para o0 homem e para
outros animais. Os resultados obtidos no presente estudo evidenciam a proficuidade
da PCR para o diagnéstico precoce da leptospirose canina e, com isso, a adocéo de
medidas de tratamento e saude publica poderdo ser aplicadas com maior

antecedéncia.
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ANEXO

Ficha n°. Data: /| [
IDENTIFICACAO DO PROPRIETARIO
Nome: RG:
Endereco:
Municipio: Tel.:
Area: u Urbana I:' Rural
IDENTIFICACAO DO ANIMAL
Nome: Raca:
Idade: Peso: Kg  Sexo: Ml:l Fl:l

Alimentacgéo:
Racao a granel: Sim|:| Néo|:| Ambiente:

FATORES DE RISCO

Lavouras |:| Carcacgas de animais |:| Agua, lama |:|

Lixo |:| Agua de rio, corrego Outras* :

* Especificar

COLETA DE LIXO

Inexistente |:| Adequado |:| Deficiente |:| Ignorado |:|

SANEAMENTO BASICO

Tratamento da dgua deficiente |:| |:| Tratamento adequado |:|

Local de captacdo com a presenca de animais
Local de captacdo com presenga de esgoto |:|
Poco mal construido / mal protegido |:| Caixa d'agua, cisterna sem protecao |:|

MORADIA

Tipo de rua:

Localizacéo:

Presenca de roedores: S |:| N |:|




APENDICES

Tabela 2. Protocolo para extracdo de DNA do sangue

Etapas do protocolo de extracdo de DNA do sangue

. Descongelamento do sangue

. Transferir 500 mL de sangue para um eppendorf junto a 500 puL de agua miliQ

. Homogeneizar as amostras

. Centrifugar a 10000 rpm por 5 minutos

. Descartar o sobrenadante

. Adicionar 500 pL o Tampéo de Extracdo

. Vortexar e aquecer em banho-maria a 50C por 30 m inutos

. Retirar do banho-maria e adicionar 300 pL Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) 0,5 %

. Vortexar e aquecer em banho-maria a 50C por 30 m inutos nhovamente
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10. Adicionar Fenol/Cloroférmio/Alcool Isoamilico e homogeneizar manualmente
11. Centrifugar a 14000 rpm por 6 minutos

12. Transferir o sobrenadante para outro eppendorf com o auxilio de uma pipeta
13. Repetir a lavagem com 130 pL de cloroférmio

14. Centrifugar a 14000 rpm por 8 minutos

15. Transferir o sobrenadante para outro eppendorf com o auxilio de uma pipeta
16. Precipitar o DNA com 100 pL de Acetato de Amonio 5M e 900uL de etanol a
100%

17. Agitar as amostras manualmente e aguardar 2 minutos

18. Centrifugar a 14000 rpm por 10 minutos

19. Descartar o0 sobrenadante com a pipeta

20. Lavar o precipitado com 1 mL de etanol 95%

21. Centrifugar a 14000 por 15 minutos e descartar-se o sobrenadante

22. Secar o pellet em temperatura ambiente e este foi eluir em 500 pL de TE

23. Armazenar em freezer a -20C até o momento da PCR




Tabela 3. Protocolo para extracdo de DNA da urina

Etapas do protocolo de extracdo de DNA
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10
11
10

12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
29.

. Descongelar a urina

. Homogeneizar e transferir 2mL para 5 tubos tipo eppendorf

. Centrifugar a 14.000 rpm por 10 minutos

. Descartar o sobrenadante e o ressuspender o pellet em 100 pL de adgua miliQ
. Centrifugar as amostras novamente e descartar o sobrenadante

. Adicionar 500 pL o Tampéo de Extracdo

. Vortexar e aquecer em banho-maria a 50C por 60 m inutos

. Adicionar Fenol/Cloroférmio/Alcool Isoamilico e homogeneizar manualmente

. Centrifugar a 10000 rpm por 5 minutos

. Transferir o sobrenadante para outro eppendorf com o auxilio de uma pipeta

. Precipitar o DNA com 100 pL de Acetato de Amoénio 5 M e 900 pL de etanol a
0%

Agitar manualmente

Incubar -20C por 30 minutos

Centrifugar a 14000 rpm por 15 min e descartar o sobrenadante com a pipeta
Lavar o precipitado com 500 pL de etanol 70%

Centrifugar novamente a 14000 por 15 minutos

Descartar o sobrenadante e secar o pellet em temperatura ambiente

Eluir em 600 pL de Tampao TAE

Armazenar em freezer a -20C até o momento da PCR

Tabela 4. Solugéo de amplificacao

Reagente 12 Reacgao 22 Reacéao
Agua 1,5 puL 3,5uL
Tampao da Taq 4,0 uL 4,0 puL
MgCl, 3,0 uL 3,0 uL
dNTPs 1,0 uL 1,0 uL
Primer G1 3,0 uL 4,0 uL
Primer G2 3,0 uL 4,0 uL
Taq DNA polimerase 0,5 uL 0,5 uL

DNA alvo 19,0 uL 5,0 uL




Tabela 5. Condic¢des do termociclador

Ciclo Temperatura Tempo
1 ciclo

Desnaturacao 95C 5 min

Anelamento 68T 1 min

Extenséo 72 1 min
33 ciclos

Desnaturacao 95T 1 min

Anelamento 68T 1 min

Extenséo 72T 1 min
Ciclo final

Desnaturacao 95T 1 min

Anelamento 68T 1 min

Extenséo final 72T 5 min

Tabela 6. Primers utilizados para amplificacdo do gene secY de Leptospira spp

Primer Sequéncia
Direto G15 CTG AAT CGC TGT ATAAAAGT 3
Reverso G2 5 GGA AAA CAA ATG GTC GGA AG 3.

Tabela 7. Tampéao de Extracao

Reagente Quantidade
Tris — HCL 10 mM 250 pL
EDTA 0,5M 250 pL
Proteinase K 100 pg/pL 5puL

Triton X — 100

10 pL




