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1. INTRODUCAO

A leptospirose € uma zoonose causada por bactérias patogénicas
pertencentes ao género Leptospira. A enfermidade possui distribuicdo mundial,
podendo afetar humanos e animais. A leptospirose € classificada como uma
doenca negligenciada no mundo, causando mais de 500 mil casos por ano (WHO,
2011).

Os humanos sao considerados hospedeiros acidentais na cadeia
epidemiologica da leptospirose, e comumente séo infectados através do contato
direto ou indireto com a urina de animais infectados, particularmente durante
enchentes e inundacgdes (KO et al., 2009).

Uma ampla variedade de animais pode ser potenciais reservatérios da
leptospirose. Leptospiras patogénicas podem infectar diferentes espécies de
mamiferos, sendo os ratos (Rattus sp.) considerados como reservatérios cronicos
assintomaticos e também sédo importantes fontes de infeccdo para humanos no
ambiente urbano (BHARTI et al., 2003). No entanto, a importancia relativa dada a
um reservatorio dependera do ambiente, da densidade populacional, tipo de
residéncia e da ocupacéo dos residentes (REIS et al., 2008).

O isolamento e a caracterizacéo de leptospiras patogénicas sao importantes
para o desenvolvimento de novas vacinas e para aprimorar o0 diagnostico da
doenca. Neste contexto, nosso trabalho objetivou investigar a presenca de
roedores em uma residéncia no bairro Laranjal em Pelotas/RS, proceder a
captura de roedores e a tentativa de isolamento de leptospiras.

2. METODOLOGIA

2.1. Investigacao

No més de maio de 2015 realizou-se uma visita em uma residéncia
localizada no bairro Laranjal em Pelotas/RS com o objetivo de investigar a
presenca de roedores na propriedade. Apdés a constatacdo de indicios da
presenca desses animais dentro do péatio do domicilio, foram instaladas
armadilhas em locais estratégicos a fim de proceder a captura dos roedores. Um
animal foi capturado e conduzido até a Faculdade de Veterinaria (GEDTA/UFPel)
para eutanasia. Os rins foram coletados assepticamente, macerados e inoculados
diretamente em Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH) semi soélido
(Difco Laboratories, USA) enriquecido a 10% com suplemento Difco® e incubados
em estufa bacteriol6gica a 29°C (SILVA et al., 2008).

2.2. Isolamento e PCR
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As culturas positivas foram utilizadas para extracdo do DNA gendmico
através de kit comercial (illustra™ bacteria genomicPrep Mini Spin Kit — GE
Healthcare®). A caracterizagdo molecular foi realizada a partir de PCR
(SAMBROOK et al., 2013), utilizando como molde o DNA genémico extraido e
oligonucleotideos que amplificam os genes LipL32, LigB e rpoB. LipL32 e LigB
sdo genes presentes apenas em leptospiras patogénicas (SEIXAS et al., 2007),
enquanto rpoB é utilizado adicionalmente para a tipificacdo de leptospiras
(RENESTO et al., 2000). Cada reacéo foi realizada em um volume final de 25 pl,
12,5 pl de mix “PCR Master Mix da Promega”, 9,5 yl de agua ultrapura, 1 ul de
cada oligonucleotideo e 1 pul de DNA gendmico. A reacdo foi submetida a um
passo de desnaturacdo inicial (94°C, 5 min), seguido por 35 ciclos de
desnaturacao (94°C, 1 min), anelamento (55°C, 1 min) e extensédo (72°C, 1 min).
Apbs os 35 ciclos, a reacéo foi submetida a um ciclo final de extensao a 72°C por
10 min. Para avaliagcdo do resultado, as amostras foram aplicadas em gel de
agarose 0,8% e submetidas a eletroforese em cuba horizontal (BioRad) a 120
volts por 30 minutos. O gel foi visualizado sob luz UV utlizando um
fotodocumentador para gel de eletroforese “L-PIX loccus”. O produto de PCR foi
purificado utilizando o kit “GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification”
(Invitrogen®). As amostras foram armazenadas a -20°C.

2.3. Caracterizagdo da viruléncia e reisolamento

Paralelamente, as cepas foram testadas em grupos de dois hamsters
machos, com 4 semanas de idade, através de desafio intraperitoneal com a
inoculacdo de 108 leptospiras (SILVA et al., 2008). Os animais com doenca clinica
foram eutanasiados e os rins usados para inoculacédo do meio EMJH semi sélido.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os roedores atuam como reservatorios de leptospiras, albergando a bactéria
nos tubulos renais antes de excretad-la na urina, contaminando o ambiente
(MIRAGLIA et al., 2013). As leptospiras penetram no organismo através de
pequenos cortes ou abrasbes na mucosa e se disseminam pela corrente
sanguinea, atingindo orgaos especificos como figado, pulméo e rins, onde podem
sobreviver por meses (FERNANDES et al.,, 2016). O animal capturado na
residéncia visitada parecia saudavel no momento da captura e foi conduzido até o
laboratério do GEDTA da Faculdade de Veterinaria (UFPel). Apos a eutanasia do
animal, os rins foram coletados assepticamente e o macerado destes foi
inoculado diretamente em meio de cultura EMJH enriqguecido com suplemento
comercial. As culturas negativas foram mantidas por um periodo de 49 dias em
estufa bacterioldgica a 29°C, enquanto as culturas positivas foram repicadas
semanalmente nas mesmas condicoes.

Uma cepa foi isolada a partir da cultura renal do rato capturado. Todos os
hamsters inoculados com as cepas isoladas foram observados diariamente
guanto ao aparecimento de sinais clinicos, evidenciando alteracdes
macroscopicas descritas como tipicas da leptospirose experimental, como
presenca de ictericia nas mucosas, congestdo de 6rgdos e hemorragias
petequiais pulmonares, quando submetidos a eutanasia e necropsia (Figura 1). A
recuperacdo da cepa através de cultura renal foi realizada com éxito. A cepa do
isolamento original e as reisoladas dos animais testados foram identificadas e
congeladas, sendo armazenadas a -70°C em nitrogénio liquido.
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Figura 1. Analise macroscopica dos pulmdes, realizada com hamsters inoculados
no teste de viruléncia. (A) Hamster inoculado com a cepa Rato. As setas indicam
a presenca de hemorragia pulmonar petequial; (B) Hamster ndo inoculado.

Quando o cultivo da cepa apresentou um crescimento de 108ml?, foi
realizada a extracdo do DNA gendmico e PCR. A amplificagéo de lipL32, ligB e
rpoB (Figura 2) e confirma a patogenicidade da cepa isolada do rato, uma vez que
LipL32 e LigB estdo presentes apenas em cepas patogénicas. Os amplicons dos
trés alvos serdo submetidos ao sequenciamento de DNA e a completa
caracterizacado molecular.
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Figura 2. Amplificacdo dos genes rpoB, LipL32 e LigB na cepa Rato e Fiocruz L1-
130. (A) Marcador de peso molecular 1kb plus DNA ladder (Invitrogen®); (1)
amplificacdo de rpoB e de (2) lipl32 na cepa rato; (3) amplificacdo de rpoB e de
(4) lipl32 na cepa Fiocruz L1-130; amplificacdo de LigB na (5) cepa Rato e (6)
Fiocruz L1-130.

O isolamento de cepas de Leptospira € uma ferramenta essencial para o
entendimento da epidemiologia da leptospirose (BOURHY et al.,, 2010). Neste
estudo, foi obtido um isolado a partir da cultura renal de um rato capturado em
uma residéncia do bairro Laranjal em Pelotas/RS. Nosso grupo recentemente
realizou a padronizacdo de cepas virulentas em hamsters como modelo animal
suscetivel a leptospirose, pertencentes as espécies L. interrogans e L. noguchii
(SILVA et al.,, 2008). A andlise patoldgica realizada durante a necropsia dos
hamsters, revelou lesbes macroscopicas nos pulmdes dos animais infectados
semelhantes as lesdes encontradas em outros estudos (SILVA et al.,, 2008),
evidenciando a capacidade da cepa isolada em reproduzir experimentalmente a
enfermidade. Estas cepas serdo utilizadas em experimentos futuros de
padronizacdo da dose letal 50%, patogénese e desafio heterélogo de vacinas
recombinantes.

4. CONCLUSOES

Neste trabalho, relatamos o isolamento, a caracterizacéo da viruléncia e uma
caracterizagcdo molecular preliminar de uma cepa de leptospira isolada durante
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uma investigagdo em uma residéncia do bairro Laranjal em Pelotas/RS. A cepa
patogénica e virulenta seré utilizada em experimentos para avaliar a protecéo
conferida por candidatos recombinantes a uma vacina contra a leptospirose.
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