ISOLAMENTO E CARACTERIZAGAO DE Leptospira sp. DE CANINO
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1. INTRODUGAO

A leptospirose é uma zoonose negligenciada, difundida mundialmente,
causada por espiroquetas patogénicas do género Leptospira (WHO, 2011), que
se divide em 6 espécies saprofiticas, 5 intermediarias e 8 patogénicas (L. kmetyi
ainda tem uma classificacdo incerta), divididas em mais de 260 sorovares
(LEVETT, 2001; BOONSLIP et al., 2013). L. interrogans, L. borgpetersenii e L.
kirschneri sao as espécies mais comumente associas com doenca em humanos
(BOONSLIP et al., 2013), sendo estimados cerca de 500.000 casos por ano
(WHO, 2011).

Leptospira spp. patogénicas colonizam o tubo renal de seus hospedeiros e
sdo, entdo, eliminadas para o ambiente através da urina, contaminando o solo e
colecdes hidricas (KO et al., 2009). A infeccao se da indiretamente pelo contato
com material contaminado ou diretamente por contato com urina contaminada.
Assim, reinicia-se o ciclo de transmissao e infeccdo do patégeno.

Apesar de colonizarem os rins, Leptospira spp. patogénicas podem danificar
outros o6rgaos, como figado e pulmbes (ADLER & MONCTEZUMA, 2010). A
leptospirose pode ocorrer desde uma forma assintomatica, passando por um
quadro clinico similar a um quadro gripal até sua forma mais grave, apresentando
hemorragia pulmonar difusa e faléncia dos rins e figado (KO et al.,, 2009). Na
primeira fase, onde ha bacteremia, a doenca apresenta febre e dores musculares
e de cabeca. Posteriormente, caso nao tratada, a leptospirose pode desenvolver-
se em sua forma mais severa, conhecida como Sindrome de Weil, que pode ser
fatal e apresenta os demais sintomas supracitados (DELLAGOSTIN et al., 2011).

Caninos podem apresentar quatro formas de leptospirose: sindrome ictérica,
hemorragica, urémica (doenca de Stuttgart e reprodutiva, resultando em aborto ou
nascimento prematuro ou com filhote enfraquecido. Os principais sintomas sao
febre, ictericia, vOmito, diarreia, faléncia renal, hemorragias e morte (ADLER &
MONCTEZUMA, 2010). Entretanto, a maioria dos casos é assintomatica quando a
infeccao se da por um sorovar ja adaptado ao hospedeiro (Canicola para caes),
mas que pode causar doenga em outras espécies (DELLAGOSTIN et al., 2011).
Dessa forma, caninos podem também ser considerados animais reservatoérios
capazes de disseminar leptospirose para humanos.

O objetivo deste trabalho foi caracterizar uma cepa de Leptospira sp. isolada
de canino quanto a sua espécie, sorovar e viruléncia.

2. METODOLOGIA

2.1 Coleta de amostra



Amostra de sangue foi coletada através da veia braquial, com seringa e
agulha, de canino com 7 meses de idade com quadro clinico caracteristico de
leptospirose (febre, ictericia, vémito, desidratagao e urina escura).

2.2 Cultivo e isolamento de Leptospira sp.

O isolamento de Leptospira sp. se deu pelo cultivo de duas a quatro gotas da
amostra de sangue em meio Ellinghause-McCullough-Johnson-Harris (EMJH —
Difco) liquido suplementado com 10% Leptospira Enrichment EMJH (Difco) e 200
pg/mL de 5-fluoruracil. Os cultivos foram mantidos em estufa B.O.D a 30 °C sem
agitacdo e monitorados semanalmente por microscopia em campo escuro para
avaliar o crescimento de espiroquetas. Meio semissdlido foi usado para cultivo
nas mesmas condi¢cdes para armazenar o isolado.

2.2 Extracao de DNA genémico e caracterizagao molecular

Culturas de Leptospira sp. com aproximadamente 108 células/mL foram
utilizadas para extragdo de DNA gendmico por illustra bacteria genomicPrep Mini
Spin kit (GE Healthcare) de acordo com as instrugdes do fabricante. A eficiéncia
da extracdo foi analisada por eletroforese em gel de agarose 0,8%. O DNA
gendmico purificado foi armazenado a -20 °C e usado para caracterizagcao
molecular dos isolados.

A confirmacdo do isolado como Leptospira sp. patogénica foi feita pela
amplificacdo do gene lipL32 conforme descrito por SEIXAS et al. (2007).

Analise do numero de repeticbes em tandem (VNTR) em varios loci foi
realizada conforme SALAUN (2006) para caracterizacdo do sorogrupo e sorovar
dos isolados. Brevemente, fragmentos repetitivos de 4 loci (VNTR-4, VNTR-7,
VNTR-10 e VNTR Lb-5) foram amplificados por PCR, o numero de repeticoes
mensurado de acordo com o tamanho dos amplicons em gel de agarose 1% e tais
dados foram cruzados com os dados tabelados no referido artigo. Leptospira
interrogans L1-130 foi usada como controle do padrdo de bandas para
comparacao e confirmacao dos resultados.

2.3 Caracterizagao da viruléncia dos isolados em modelo animal

Um cultivo do isolado com 5 passagens in vitro foi utilizado para inoculagao
intraperitoneal de aproximadamente 108 células bacterianas em hamsters sirios
fémeas (Mesocricetus auratus) com 8 semanas de idade. Foram usados 3
animais no grupo inoculado com o isolado e 2 no grupo controle, inoculado com
PBS estéril. Os animais foram observados por 21 dias e eutanasiados quando
moribundos.

Um dos rins foi removido assepticamente, macerado e homogeneizado em
meio EMJH suplementado para reisolamento do patégeno. Amostras de rim,
figado e pulmao foram coletadas para analisar a presenca de Leptospira sp.
nesses 6rgéos pela técnica de imprint (CHAGAS-JUNIOR et al., 2012).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Quando crescimento de espiroquetas foi detectado por microscopia em
campo escuro, o cultivo foi repicado para meio EMJH liquido e semissélido, bem
como congelado em nitrogénio liquido para armazenamento da cepa. A extragcao
de DNA genbmico foi realizada quando o cultivo atingiu densidade de



aproximadamente 108 células por mililitro. Amplificagdo do gene lipL32 por reagéo
de PCR confirmou o isolado como Leptospira sp. patogénica e portanto
procederam-se 0os demais experimentos.

A técnica de VNTR revelou que o isolado pertence ao sorogrupo
Icterohaemorragiae sorovar Copenhageni, conforme observado por comparagao
do padrdao de bandas com o de uma cepa referéncia (L1-130). Esse resultado
também revela que o isolado é da espécie L. interrogans.

Animais inoculados com 108 espiroquetas morreram aos 4 (2 animais) e 6
dias (1 animal) apds a inoculagdo. O agente etiolégico foi reisolado com sucesso
a partir de cultivo renal. Pulmdes e figado apresentavam petéquias ao passo que
rins e figado estavam descoloridos no momento da eutanasia. A técnica de
imprint demonstrou a presenga de Leptospira sp. em todos os érgéos analisados
(Figura 1). Os animais do grupo controle (PBS) ndo apresentaram qualquer dano
macroscopico nos 6rgaos e nao foi possivel detectar nenhuma Leptospira por
imprint, conforme esperado. Analises histopatoldgicas serdo ainda realizadas para
avaliar o dano tecidual causado a nivel microscoépico.

Figura 1: Imprint de rim (A), figado (B) e pulméo (C) para detecgéo de Leptospira
sp. nos 6rgaos de animais experimentalmente infectados. Os mesmos 6rgaos de
animais inoculados com PBS estéril foram usados como controle negativo (D —
somente rim mostrado). Aumento de 200 vezes.

4. CONCLUSOES

Os resultados de VNTR indicam o isolado como sendo Leptospira
interrogans sorovar Copenhageni pertencente ao sorogrupo Icterohaemorrhagiae.
Os demais resultados nos permitem concluir que a cepa isolada € virulenta em
modelo de experimentacdo animal. Esta cepa sera util nos projetos de
desenvolvimento de vacinas recombinantes e testes rapidos de diagndstico.
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