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RESUMO. A Leptospirose é uma doença que aco-
mete animais silvestres, sinantrópicos e domésticos 
de todo o território nacional e que causa problemas 
sociais e econômicos. O gênero Leptospira é divi-
dido em dois grandes grupos compreendendo espé-
cies saprófitas, como a Leptospira biflexa e, patogê-
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nicas como a L. interrogans. A unidade taxonômica 
básica é o “sorotipo”. A Leptospirose suína é uma 
importante fonte de infecção para humanos e outros 
animais contactantes e o diagnóstico pode ser rea-
lizado através do perfil epidemiológico da doença, 
sinais clínicos dos animais e confirmados por dife-
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rentes métodos laboratoriais. A técnica de Reação 
em Cadeia da Polimerase (PCR) é específica, sen-
sível e rápida para o diagnóstico da Leptospirose, 
sendo uma importante ferramenta de diagnóstico, 
bem como para investigações epidemiológicas. 
Objetivou-se, com este trabalho, analisar através da 
PCR, a presença de DNA da Leptospira interrogans 
no sangue de suínos. Foram coletados sangue de 72 
suínos no momento do abate clandestino no Muni-
cípio de Itabuna-BA. As amostras de sangue tinham 
entre 3 e 5 mL e foram acondicionadas em tubos 
com anticoagulante, identificadas e mantidas sob 
refrigeração até o momento da extração do DNA. 
Após a realização da PCR foi possível detectar a 
presença de fragmentos de DNA compatíveis com 
os encontrados em cepas patogênicas de leptospi-
rose, inclusive da L. interrogans. Das 72 amostras 
examinadas, 14 foram positivas, com um percentual 
de 19,44% de positivos. 

PALAVRAS-CHAVE. Leptospira interrogans, PCR, 
Suínos, Zoonose.

INTRODUÇÃO
A Leptospirose é uma doença zoonótica que aco-

mete animais silvestres, sinantrópicos e domésticos 
de todo o território nacional e que causa problemas 
sociais e econômicos. As condições físico-químicas 
e sócio-econômico-culturais, presentes no Brasil, 
são favoráveis à disseminação desta enfermidade 
(Homma & Possas 2000).

Anteriormente o gênero Leptospira spp. era divi-
dido em dois grandes grupos compreendendo espé-
cies saprófitas como Leptospira biflexa e patogêni-
cas como L. interrogans (Faine & Stallman 1982). 
Em 2001, Levette reclassificou, por genotipagem, 
as leptospiras em genomespécies, não correspon-
dendo às duas espécies anteriores, já que os soro-
vares patogênicos e não patogênicos podem ocorrer 
dentro de uma mesma espécie. As genomespécies 
aceitas são: Leptospira interrogans senso strictu, L. 
nogushi, L. santarosai, L. meyeri, L. wolbachii, L. 
biflexa, L. fainei, L. borgpetersenii, L. kirschneri, L. 
weilli, L. inadai, L. parva e L. alexanderi.

Os sorovares de leptospiras mais comumente 
encontradas no suíno são: L. pomona, L. ictero-
haemorrhagiae, L. canicola, L. gryppotyphosa, L. 
bratislava (Soto et al. 2007). Nesta espécie animal, 
a Leptospirose provoca transtornos reprodutivos 
como abortos, mumificação, natimortos e nasci-
mento de leitões fracos, (Ellis 1989, Ramos et al. 
2006).

Os suínos são reservatórios de leptospiras por 
terem um longo período de leptospiremia e conse-
guem eliminá-las pela urina por período superior a 
um ano (Freitas et al. 2004). Estes se infectam atra-
vés do contato com água ou alimentos contamina-
dos, com urina, fetos abortados e descargas uterinas 
de animais portadores. Os ratos tem sido frequente-
mente fonte de infecção para os suínos (Soto et al. 
2007). A infecção pode ser por via oral, digestiva, 
pele lesada, via conjuntiva ou através da mucosa 
(Santa Rosa et al. 1980).

A Leptospirose é considerada uma doença de 
risco ocupacional, atingindo diferentes categorias 
profissionais. No Brasil um dos primeiros relatos 
de uma possível transmissão da Leptospirose suína 
ao homem foi feito por Guida et al. (1959), em um 
surto de leptospirose suína.

Em humanos os sintomas podem incluir febre, 
mialgia, sufusão conjuntival, icterícia, dor abdomi-
nal, anorexia, náusea, diarréia, oligúria, anúria, he-
morragia, fotofobia, arritmia cardíaca, hipotensão, 
entre outros (WHO 2003).

PCR é um teste molecular que é cada vez mais 
utilizado no diagnóstico de infecções microbianas, 
atendendo aos requisitos de sensibilidade, especi-
ficidade e rapidez. A vantagem do tempo reduzido 
de execução faz desta técnica uma importante fer-
ramenta para o diagnóstico precoce da Leptospirose 
(Homma & Possas 2000). 

Santa Rosa et al. (1969) em seu estudo sobre a 
prevalência da Leptospirose em suínos no Brasil, 
encontraram cinco estirpes de leptospiras, sendo um 
sorovar icterohaemorrhagiae e quatro pertencentes 
ao sorovar hyos. Freitas et al. (2004) em Londrina, 
no Paraná, isolaram Leptospira sorovar canicola 
em amostras de fígado, obtidas em abatedouros, de 
fêmeas suínas naturalmente infectadas.

No Estado da Bahia, Doria & Martins (1975), 
realizando provas de hemoaglutinação em 272 
amostras de suínos encontraram uma prevalência 
de 51,5% de positivos para o sorotipo pomona. Cor-
deiro et al. (1975) evidenciaram 5,29% de reagentes 
positivos, com predominância do sorotipo pomona.

Miraglia et al. (2008), realizando testes de PCR 
em rins de suínos no Estado de São Paulo, revela-
ram 8% de positivos, demonstrando que a PCR é 
mais uma ferramenta para o diagnóstico rápido e 
prático da Leptospirose.

Segundo dados do Ministério da Saúde, em 2005 
registraram-se 3.605 casos da doença em humanos 
no Brasil, com 417 mortes. Em 2006, foram 2.777 
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casos, com 236 mortes. Na Bahia, em 1999, foram 
notificados 344 casos de Leptospirose humana, sen-
do 296 (86,0%) concentrados na região metropoli-
tana de Salvador, dos quais 273 (79,4%) foram con-
firmados e 30 resultaram em óbitos, representando 
um coeficiente de Incidência de 2,1/100.000 hab. e 
letalidade de 11%, aumentando no período de chuva 
(Homma & Possas 2000). 

Objetivou-se com este trabalho analisar, pela 
PCR, a prevalência de L. interrogans e a presen-
ça da cepa da L. icterohaemorrhagiae nos suínos 
abatidos clandestinamente no município de Itabuna, 
BA. 

MATERIAL E MÉTODOS
Local e Amostragem

Foram coletadas amostras de 3-5 mL de sangue 
de 72 suínos, no momento do abate clandestino no 
Município de Itabuna, BA, que foram acondiciona-
das em tubos com o anticoagulante EDTA, identifi-
cadas, mantidas sob refrigeração e levadas ao labo-
ratório de Genético Animal do Hospital Veterinário 
da Universidade Estadual de Santa Cruz. O muni-
cípio de Itabuna está situado na latitude 14° 47´Sul 
e 39° 16´ 48´´de latitude Oeste, na mesorregião sul 
Baiana e na microrregião Ilhéus-Itabuna. Possui 
uma área total de 443,198 Km², sendo o 5° municí-
pio baiano em população residente (210.604 habi-
tantes, segundo contagem populacional de 2007 do 
IBGE). O clima é quente e úmido com temperatura 
média anual de 29° C e período principal das chu-
vas entre os meses de setembro e março. 

Extração do DNA
Utilizou-se 300 µL de sangue que foi colocado 

em eppendorf, juntamente com 500 µL de água 
milliQ. As amostras foram homogeneizadas, centri-
fugadas 8.000 g por 5 minutos e o sobrenadante foi 
descartado. Adicionou-se tampão de extração (Tris 
– HCL 10mM + EDTA 0,5 M, Proteinase K 100 
µg/µL e 1% de Triton X – 100). Cada amostra foi 
levada ao vórtex e aquecida em banho-Maria a 50 
°C, por 30 minutos. Após este tempo, adicionou-se 
SDS 0,5 %, homogeinizou-se e levou-se ao banho-
-Maria, a 50 °C por 30 minutos novamente. O DNA 
foi extraído com Fenol/Clorofórmio/Álcool Isoamí-
lico. Centrifugou-se 10.000 rpm por 10 minutos. A 
lavagem foi repetida com clorofórmio. As amostras 
foram centrifugadas a 17.000 rpm por 10 minutos. 
Precipitou-se o DNA com Acetato de Amônio 5 M 
e etanol a 100%. As amostras foram centrifugadas a 

10.000 g por 10 minutos, e o pellet foi lavado com 
1 mL de etanol 95%. Centrifugou-se novamente a 
17.000 rpm por 10 minutos. O pellet foi eluÍdo em 
50 µL de TE. As amostras foram armazenadas em 
freezer a -20°C até a realização da PCR.

PCR
Na PCR foram utilizadas 0,2 µM dos primers: G1 

[direto] 5’-CTG AAT CGC TGT ATA AAA GT-3’ e 
G2 [reverso] 5’-GGA AAA CAA ATG GTC GGA 
AG-3’ (Gravekamp et al., 1993); 1,6 x Tampão da 
Taq; 3,5 mM de MgCl²; 200 μM de dNTP; 2 U de 
Taq Polimerase. As condições termocíclicas foram: 
desnaturação a 94 ºC por 1 minuto; anelamento a 55 
°C por 2 minutos e extensão a 72 ºC por 1 minuto, 
num total de 35 ciclos. Como controle positivo foi 
utilizado o DNA extraído de cão positivo para lep-
tospirose. Todos os produtos da amplificação foram 
analisados por separação em gel de agarose a 2% 
seguido de coloração com brometo de etídio e visu-
alização em luz ultravioleta.

Os primers utilizados foram G1 e G2 que são de-
rivados da Biblioteca genômica da L. icterohaemor-
rhagiae (cepa RGA), que amplifica fragmentos de 
DNA-alvo e estirpes pertencentes a todas as espé-
cies descritas atualmente e pertencentes à Leptospi-
ra spp. patogênica, pela classificação genômica que 
se baseia na homologia de DNA e não segue as dis-
tinções e agrupamentos com base nas semelhanças 
antigênicas (Gravekamp et al. 1993). Os fragmen-
tos amplificados podem apresentar-se entre 100 e 
1400 pares de bases conforme o número de estirpes 
da Leptospira spp. presentes na amostra (Oliveira et 
al. 2003). O controle positivo utilizado foi isolado a 
partir de um canino que apresentava sintomatologia 
da doença e que foi positivo para diferentes estirpes 
da Leptospira spp. na PCR, processo este semelhan-
te ao utilizado por Shimabukuro et al. (2003) que 
utilizaram DNA de Leptospira isolado em hamster 
como controle positivo. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO
Foram encontradas 14 amostras positivas, das 

72 analisadas, dando um total de 19,44% de posi-
tivos para L. interrogans. O fragmento amplificado 
da apresentou aproximadamente 285 pares de bases 
(Figura 1).

A técnica de PCR vem sendo empregada com o 
objetivo de detectar as cepas patogênicas de Leptos-
pira spp., favorecendo a realização de diagnóstico 
precoce da doença em animais e em humanos. O 
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diagnóstico molecular tem se destacado em relação 
às técnicas sorológicas devido a sua sensibilidade e 
capacidade de detecção rápida dos patógenos. No 
entanto, fatores como seleção dos primers, o mé-
todo de extração do DNA utilizado e tipo de amos-
tra clínica analisada podem interferir no resultado 
(Gravekamp et al. 1993).

Nos trabalhos de Larsson et al. (1984) estudan-
do 500 suínos abatidos, provenientes dos Estados 
de São Paulo, Paraná e Santa Catarina, verificaram 
um percentual de 8,40% de animais soropositivos; 
Faria et al. (1989), observaram uma frequência de 
7,70% de animais soropositivos entre as 610 ma-
trizes, provenientes de 63 granjas tecnificadas das 
microrregiões de Viçosa e Ponte Nova, no Estado 
de Minas Gerais. Já Shimabukuro et al. (2003), uti-
lizando técnica molecular e sorológica, em amostra 
de sangue e tecido renal, encontraram uma preva-
lência de 54,5% de animais soropositivos e 2,08% 
de positividade na PCR. As divergências entre os 
resultados encontrados são decorrentes da técnica 
de diagnóstico empregada, assim como do tipo, a 
origem e controle higiênico-sanitário dos animais 
utilizados na pesquisa.

Neste trabalho as amostras analisadas foram 
oriundas de suínos abatidos clandestinamente e 
provenientes de criatórios sem nenhuma medida 
higiênico-sanitária e sob condições precárias. Os 
animais alimentavam-se de todo tipo de material 
orgânico disponível e estavam em constante contato 
com animais sinantrópicos e cães, que também po-
dem ser acometidos pela Leptospirose e funcionar 
como reservatórios. Estes aspectos também repre-
sentam um importante fator de risco para contami-
nação de pessoas que estão em constante contato 
com esses animais.

A Leptospirose é considerada doença de risco 
ocupacional, atingindo diferentes categorias pro-
fissionais, como criadores, tratadores, magarefes e 
outros que estejam em contato com esses animais 
(Bastos 2006, Mérien & Artharid 2005). Essas ati-
vidades geralmente são executadas na ausência de 
recursos tecnológicos e de equipamentos de segu-
rança, por mão-de-obra desqualificada e mal remu-
nerada, o que aumenta ainda mais o risco da infec-
ção ser contraída (Almeida et al. 1994).

Na cidade de São Paulo, Guida (1959), identi-
ficaram em uma granja suinícola dois tratadores 
soropositivos para o sorovar canicola, porém sem 
sintomas aparentes. Girio et al. (1987), também 
em granjas do Estado de São Paulo identificaram 
sete tratadores reagentes para os sorovares pomo-
na e icterohaemorrhagiae que apresentavam febre, 
mialgia, cefaléia, anorexia e icterícia. Na Colôm-
bia, Uribe et al. (2003), encontraram 3,9% e 9,8% 
dos funcionários e granjas e abatedouros respecti-
vamente, reagentes para os sorovares patogênicos 
da Leptospira.

É importante salientar que a PCR pode ser uti-
lizada como um suporte na saúde pública, viabili-
zando diagnóstico rápido e preciso da Leptospirose, 
auxiliando no controle profilático e tratamento de 
animais e pacientes humanos.

CONCLUSÃO
Foi possível diagnosticar pela PCR a presença da 

cepa patogênica da L. interrogans, sendo uma boa 
ferramenta para diagnosticar esse microrganismo 
de forma rápida e eficaz.

Agradecimentos. A Universidade Estadual de 
Santa Cruz pelo suporte financeiro a esta pesquisa.

Figura 1. Gel de agarose 2% apresentado os amplificados de Leptospira spp. M– marcador molecular; 1– con-
trole negativo; 2- controle positivo; 4- animal positivo; 3, 5, 6 e 7 – animais negativos. 
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