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1. INTRODUCAO

A leptospirose é uma zoonose causada por espiroquetas patogénicas do
género Leptospira (ADLER & DE LA PENA, 2010). A epidemiologia da infeccdo
por Leptospira envolve mais de 260 sorovares patogénicos e inumeros
hospedeiros (RIM et al., 1993; JORGE et al., 2012). Este patdogeno é mantido no
ambiente através dos hospedeiros suscetiveis ou reservatorios, que eliminam as
bactérias na urina, contaminando o solo e a 4gua (LEVETT, 2001). A leptospirose
possui distribuicdo global, com mais de 500 mil casos por ano (WHO, 1999), no
entanto, ainda é considerada uma doenca negligenciada (WHO, 2011). Na
América Latina ha alta prevaléncia de leptospirose devido as condicdes
ambientais e as diferentes espécies que servem como reservatorios da bactéria
(LEVETT, 2001). O Brasil é o 17° pais com maior incidéncia da doenca,
apresentando cerca de 12,8 casos/milhdo de pessoas ao ano.

Atualmente, o diagnéstico da leptospirose € baseado na sintomatologia
clinica, no Teste de Aglutinacdo Microscopica (MAT) a partir de soro dos
individuos com suspeita da doenca, deteccdo sorolégica de mudancas
bioquimicas tipicas de comprometimento renal e isolamento ou deteccdo da
Leptospira em amostras bioldgicas (FAINE et al., 1999). Para a caracterizacao
das leptospiras isoladas podem ser utilizados métodos imunologicos ou
moleculares, utiizando-se  anticorpos  monoclonais, hibridizagdo e
sequenciamento de genes. Contudo, apesar da especificidade, sdo metodologias
onerosas e pouco disponiveis. Buscando alternativas para a identificacdo de
novos isolados de leptospira, foram descritas as metodologias de VNTR (Variable-
Number Tandem-Repeat Loci) para caracterizacdo das espécies L. interrogans e
L. borgpetersenii; e Imunofluorescéncia Indireta (IFl) baseada na utilizacdo de
anticorpos especificos contra de antigenos especificos exclusivos e Leptospira
patogénica (JORGE et al., 2012). Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi
caracterizar Leptospira isolada a partir da urina de um cado com suspeita clinica
leptospirose.

2. METODOLOGIA

A amostra bioldgica (urina) utilizada neste estudo foi obtida de um canino
com suspeita clinica de leptospirose recebida no laboratdrio de Imunodiagndstico
(CDTec, UFPel), proveniente do canil da Fundacao Universidade de Rio Grande.
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A amostra foi semeada em meio Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris
(EMJH), segundo protocolo conhecido (FAINE et al., 1999), resultando em um
cultivo de leptospiras. A partir do cultivo, leptospiras vivas foram fixadas em
laminas, para realizagao da imunofluorescéncia indireta utilizando como anticorpo
primario um anticorpo policlonal (pAb) anti-LipL32, produzido e anteriormente
caracterizado no laboratoério de imunodiagndstico. Para tal, laminas de vidro foram
cobertas com poly-L-lisina 10%, diluida em agua destilada, e deixadas em
temperatura ambiente overnite. A cada circulo da lamina foi adicionado 20 pL do
cultivo de leptospiras e deixados a 30 °C por uma hora (até a gota secar). As
laminas foram cobertas com metanol gelado 10 min a 4 °C e deixadas secar a
temperatura ambiente. O bloqueio foi feito com Soro Fetal Bovino (SFB) 10%
diluido em PBS por 30 min a 30 °C em camara escura e Umida. O pAb anti-
LipL32, diluido 1:200 (20 upL) foi adicionado cada circulo da lamina e, apés
incubacdo por 2 h em camara Umida, foi adicionado o anticorpo secundario anti-
IgG coelho conjugado a Isotiocianato de Fluoresceina (Sigma) diluido 1:100 e
novamente incubado por 1 h em camara Umida. Uma gota de meio de montagem
(glicerol 90% diluido em PBS) foi adicionada sobre os pocos e a lamina coberta
com laminula. A visualizagdo foi feita em microscopio de fluorescéncia a 450 nm
(Olympus BX 51). Entre todos os passos foram realizadas lavagens com uma
solucdo de SFB 10%. O corante de DNA Hoechst 33258 foi utilizado para
confirmar a presenca de leptospiras nas laminas. Como controles do teste foram
utilizados o sorovar Patoc (L. biflexa) e um soro normal de coelho (SNC). Para
VNTR, o DNA do isolado foi extraido utilizando o kit lllustra Bacteria Genomic
Prep Mini Spin (GE Healthcare) e submetido a eletroforese em gel de agarose
1%, para quantificacdo e avaliacdo de sua integridade, e entdo armazenado a -20
°C até o uso. Para o PCR sete pares de primers discriminatérios foram utilizados:
VNTR4, VNTR7, VNTR9, VNTR10, VNTR11l, VNTR19 e VNTR23. A reacao
baseou-se em um ciclo de 94 “C por 5 min, seguido por 35 ciclos de amplificagao
a 94 °C por 30 min, 55 ‘C por 30 s, 72 °C por 1 min, e um ultimo ciclo de 72 °C por
30 s. Como controle negativo da reacao foi utilizada agua estéril para PCR. Os
produtos da reacdo foram avaliados por eletroforese em gel de agarose 1,5% e o
padréo de bandas resultante foi comparado com o DNA de uma cepa previamente
caracterizada (L. interrogans Fiocruz L1-130) utilizado como controle positivo,
seguindo as recomendacgdes de MAJED et al. (2005).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O pAb anti-LipL32 foi capaz de identificar a presenca da proteina LipL32 na
superficie das bactérias, comprovando a expressédo do fator de patogenicidade
LipL32 (Fig. 1). N&ao foram observadas reagbes do pAb anti-LipL32 e sorovar
Patoc (Fig. 1) e do SNC com ambas as cepas utilizadas (dados ndo mostrados). A
utilizacao de anticorpos especificos para caracterizacdo de cepas de Leptospira €
uma metodologia barata e de facil realizacdo, tendo sido reportada em outros
estudos (JORGE et al., 2012).
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Figura 1: Imunofluorescéncia indireta demonstrando a expresséao de LipL32
na superficie de L. interrogans isolada de Canis familiaris. A: L. interrogans
reagindo com anticorpos anti-LipL32; B: L. interrogans confrontado com um Soro
Normal de Coelho (controle negativo); a e b: DNA de Leptospira com Hoechst
33258.

A analise do VTNR apresentou amplificacdo dos sete primers
discriminatorios (Fig. 2), de acordo com o dendograma previamente proposto
como L. interrogans sorogrupo Icterohaemorrhagiae, sorovar Icterohaemorrhagiae
ou Copenhageni (MAJED et al., 2005). Esses dois sorovares ndo podem ser
diferenciados por técnicas moleculares, porém, a identificacdo do sorogrupo pode
ser (til em surtos de leptospirose e em estudos epidemioldgicos (LEVETT, 2001).
Além disto, as caracteristicas patogénicas destes sorovares sdo semelhantes e
ambos compartilham os mesmos reservatoérios (FAINE et al., 1999).
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Figura 2: Caracterizacao de L. interrogans por VNTR. Gel de agarose 1,5 % do
produto amplificado por PCR. M: Marcador de peso molecular 1kb plus
(Invitrogen); a: Controle negativo; b: Controle positivo (DNA gendmico de L.
interrogans sorovar Copenhageni cepa Fiocruz L1-130); c: DNA gendmico do
isolado Canis familiaris.

L. interrogans sorogrupo Icterohaemorrhagiae, sorovar
Icterohaemorrhagiae ou Copenhageni foi previamente isolada e caracterizada
utilizando a metodologia de VNTR (JORGE et al.,, 2012; MONTE et al., 2013),
sendo uma metodologia sensivel e especifica. Neste estudo foi possivel
caracterizar L. interrogans isolada de um céo a partir da urina. O isolamento de
leptospiras € recomendado na vigilancia epidemiologica da doenca, buscando o
conhecimento dos sorovares envolvidos na regido de ocorréncia dos casos
(LEVETT, 2001).
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4. CONCLUSOES

As metodologias de VNTR e IFI, utilizando anticorpos especificos contra
Leptospira patogénica, sdo ferramentas importantes para a caracterizacdo de
isolados de Leptospira.
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