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Leptospirosis is a disease that affects wild animals, domestic and synanthropic
throughout the country and causing social and economic problems. The genus Lep-
tospira is divided into two major groups as comprising saprophytic species Leptospira
biflexa and pathogenic as L. interrogans. The basic taxonomic unit is the serotype.
Swine leptospirosis is an important source of infection for humans and other animals
and contacts swine leptospirosis diagnosis can be performed by disease epidemiology,
clinical signs of the animals and confirmed by laboratory tests. The technique of Poly-
merase Chain Reaction (PCR) is specific, sensitive and rapid diagnosis of leptospirosis,
an important diagnostic tool as well as for epidemiological investigations. The objec-
tive of this work is to analyze by PCR the presence of DNA of L. interrogans in the
blood of pigs. We collected blood from 72 pigs at slaughter illegal in the Municipality
of Itabuna, BA. Blood samples were between 3 and 5 mL and were stored in tubes with
anticoagulant, identified and kept under refrigeration until the time of DNA extraction.
After the PCR could detect the presence of DNA fragments with those found in patho-
genic strains of leptospirosis, including the L. interrogans. Of the samples examined,
14 were positive, with a percentage of 19, 44% were positive.
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RESUMO. A Leptospirose ¢ uma doenga que aco-
mete animais silvestres, sinantropicos e domésticos
de todo o territdrio nacional e que causa problemas
sociais e econdomicos. O género Leptospira ¢ divi-
dido em dois grandes grupos compreendendo espé-
cies saprofitas, como a Leptospira biflexa e, patogé-

nicas como a L. interrogans. A unidade taxonémica
basica ¢ o “sorotipo”. A Leptospirose suina ¢ uma
importante fonte de infec¢do para humanos e outros
animais contactantes e o diagnostico pode ser rea-
lizado através do perfil epidemioldgico da doenga,
sinais clinicos dos animais e confirmados por dife-
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rentes métodos laboratoriais. A técnica de Reagdo
em Cadeia da Polimerase (PCR) ¢ especifica, sen-
sivel e répida para o diagnostico da Leptospirose,
sendo uma importante ferramenta de diagnostico,
bem como para investigacdes epidemioldgicas.
Objetivou-se, com este trabalho, analisar através da
PCR, a presenca de DNA da Leptospira interrogans
no sangue de suinos. Foram coletados sangue de 72
suinos no momento do abate clandestino no Muni-
cipio de Itabuna-BA. As amostras de sangue tinham
entre 3 ¢ 5 mL e foram acondicionadas em tubos
com anticoagulante, identificadas e mantidas sob
refrigeracdo até o momento da extracdo do DNA.
Apos a realizacdo da PCR foi possivel detectar a
presenca de fragmentos de DNA compativeis com
os encontrados em cepas patogénicas 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,
Suinos, Zoonose.

INTRODUCAO

A Leptospirose ¢ uma doenga zoonotica que aco-
mete animais silvestres, sinantropicos ¢ domésticos
de todo o territdrio nacional e que causa problemas
sociais e econdmicos. As condigdes fisico-quimicas
e socio-econOmico-culturais, presentes no Brasil,
sdo favoraveis a disseminagdo desta enfermidade
(Homma & Possas 2000).

Anteriormente o género Leptospira spp. era divi-
dido em dois grandes grupos compreendendo espé-
cies saprofitas como Leptospira biflexa e patogéni-
cas como L. interrogans (Faine & Stallman 1982).
Em 2001, Levette reclassificou, por genotipagem,
as leptospiras em genomespécies, nado correspon-
dendo as duas espécies anteriores, ja que 0s SOro-
vares patogé€nicos e nao patogénicos podem ocorrer
dentro de uma mesma espécie. As genomespécies
aceitas sdo: 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 suino sdo: 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, mumificagdo, natimortos € nasci-
mento de leitdes fracos, (Ellis 1989, Ramos et al.
2006).

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

A Leptospirose ¢ considerada uma doenca de
risco ocupacional, atingindo diferentes categorias
profissionais. No Brasil um dos primeiros relatos
de uma possivel transmissdo da Leptospirose suina
ao homem foi feito por Guida et al. (1959), em um
surto de leptospirose suina.

Em humanos os sintomas podem incluir febre,
mialgia, sufusdo conjuntival, ictericia, dor abdomi-
nal, anorexia, ndusea, diarréia, oliguria, antria, he-
morragia, fotofobia, arritmia cardiaca, hipotensao,
entre outros (WHO 2003).

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

Santa Rosa et al. (1969) em seu estudo sobre a
prevaléncia da Leptospirose em suinos no Brasil,
encontraram cinco estirpes de leptospiras, sendo um
sorovar icterohaemorrhagiae € quatro pertencentes
ao sorovar hyos. Freitas et al. (2004) em Londrina,
no Parand, isolaram Leptospira sorovar canicola
em amostras de figado, obtidas em abatedouros, de
fémeas suinas naturalmente infectadas.

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

Miraglia et al. (2008), realizando testes de PCR
em rins de suinos no Estado de Sao Paulo, revela-
ram 8% de positivos, demonstrando que a PCR ¢
mais uma ferramenta para o diagnostico rapido e
pratico da Leptospirose.

Segundo dados do Ministério da Saude, em 2005
registraram-se 3.605 casos da doenga 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 regido metropoli-
tana de Salvador, dos quais 273 (79,4%) foram con-
firmados e 30 resultaram em 6bitos, representando
um coeficiente de Incidéncia de 2,1/100.000 hab. e
letalidade de 11%, aumentando no periodo de chuva
(Homma & Possas 2000).

Objetivou-se com este trabalho analisar, pela
PCR, a prevaléncia de L. interrogans e a presen-
ca da cepa da L. icterohaemorrhagiae nos suinos
abatidos clandestinamente no municipio de Itabuna,
BA.

MATERIAL E METODOS

Local e Amostragem

Foram coletadas amostras de 3-5 mL de sangue
de 72 suinos, no momento do abate clandestino no
Municipio de Itabuna, BA, que foram acondiciona-
das em tubos com o anticoagulante EDTA, identifi-
cadas, mantidas sob refrigeragdo e levadas ao labo-
ratorio de Genético Animal do Hospital Veterinario
da Universidade Estadual de Santa Cruz. O muni-
cipio de Itabuna esta situado na latitude 14° 47"Sul
e 39° 16" 48""de latitude Oeste, na mesorregiao sul
Baiana e na microrregido Ilhéus-Itabuna. Possui
uma area total de 443,198 Km?, sendo o 5° munici-
pio baiano em populagdo residente (210.604 habi-
tantes, segundo contagem populacional de 2007 do
IBGE). O clima ¢ quente e umido com temperatura
média anual de 29° C e periodo principal das chu-
vas entre os meses de setembro e marco.

Extracao do DNA

Utilizou-se 300 pL de sangue que foi colocado
em eppendorf, juntamente com 500 plL de agua
milliQ. As amostras foram homogeneizadas, centri-
fugadas 8.000 g por 5 minutos e o sobrenadante foi
descartado. Adicionou-se tampao de extracdo (Tris
— HCL 10mM + EDTA 0,5 M, Proteinase K 100
png/pl e 1% de Triton X — 100). Cada amostra foi
levada ao vortex e aquecida em banho-Maria a 50
°C, por 30 minutos. Apds 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 extraido com Fenol/Cloroférmio/Alcool Isoami-
lico. Centrifugou-se 10.000 rpm por 10 minutos. A
lavagem foi repetida com cloroférmio. As amostras
foram centrifugadas a 17.000 rpm por 10 minutos.
Precipitou-se 0 DNA com Acetato de Amonio 5 M
e etanol a 100%. As amostras foram centrifugadas a

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

PCR

Na PCR foram utilizadas 0,2 uM dos primers: G1
[direto] 5°-CTG AAT CGC TGT ATAAAA GT-3’¢
G2 [reverso] 5’-GGA AAA CAA ATG GTC GGA
AG-3’ (Gravekamp et al., 1993); 1,6 x Tampao da
Taq; 3,5 mM de MgCl,; 200 uM de dNTP; 2 U de
Taq Polimerase. As condig¢des termociclicas foram:
desnaturagdo a 94 °C por 1 minuto; anelamento a 55
°C por 2 minutos e extensdo a 72 °C por 1 minuto,
num total de 35 ciclos. Como controle positivo foi
utilizado o DNA extraido de cdo positivo para lep-
tospirose. Todos os produtos da amplificagao foram
analisados por separa¢do em gel de agarose a 2%
seguido de coloragdo com brometo de etidio e visu-
alizagdo em luz ultravioleta.

Os primers utilizados foram G1 e G2 que sao de-
rivados da Biblioteca gendmica da L. icterohaemor-
rhagiae (cepa RGA), que amplifica fragmentos de
DNA-alvo e estirpes pertencentes a todas as espé-
cies descritas atualmente e pertencentes a Leptospi-
ra spp. patogénica, pela classificacdo genomica que
se baseia na homologia de DNA e ndo segue as dis-
tingdes e agrupamentos com base nas semelhangas
antigénicas (Gravekamp et al. 1993). Os fragmen-
tos amplificados podem apresentar-se entre 100 e
1400 pares de bases conforme o numero 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 doenga 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 DISCUSSAO

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 patogénicas de Leptos-
pira spp., favorecendo a realiza¢do de diagndstico
precoce da doen¢a em animais e em humanos. O
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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 ¢ 7 — animais negativos.

diagnostico molecular tem se destacado em relagdo
as técnicas soroldgicas devido a sua sensibilidade e
capacidade de deteccdo rapida dos patdégenos. No
entanto, fatores como sele¢ao dos primers, o mé-
todo de extracdo do DNA utilizado e tipo de amos-
tra clinica analisada podem interferir no resultado
(Gravekamp et al. 1993).

Nos trabalhos de Larsson et al. (1984) estudan-
do 500 suinos abatidos, provenientes dos Estados
de Sdo Paulo, Parana e Santa Catarina, verificaram
um percentual de 8,40% de animais soropositivos;
Faria et al. (1989), observaram uma frequéncia de
7,70% de animais soropositivos entre as 610 ma-
trizes, provenientes de 63 granjas tecnificadas das
microrregides de Vicosa e Ponte Nova, no Estado
de Minas Gerais. J4 Shimabukuro et al. (2003), uti-
lizando técnica molecular e sorologica, em amostra
de sangue e tecido renal, encontraram uma preva-
léncia de 54,5% de animais soropositivos e 2,08%
de positividade na PCR. As divergéncias entre os
resultados encontrados sdo decorrentes da técnica
de diagnostico empregada, assim como do tipo, a
origem e controle higiénico-sanitario dos animais
utilizados na pesquisa.

Neste trabalho as amostras analisadas foram
oriundas de suinos abatidos clandestinamente e
provenientes de criatdrios sem nenhuma medida
higi€nico-sanitaria ¢ sob condigdes precarias. Os
animais alimentavam-se de todo tipo de material
organico disponivel e estavam em constante contato
com animais sinantropicos e caes, que também po-
dem ser acometidos pela Leptospirose e funcionar
como reservatorios. Estes aspectos também repre-
sentam um importante fator de risco para contami-
nacdo de pessoas que estdo em constante contato
com esses animais.

A Leptospirose ¢ considerada doenca 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 sdo executadas na auséncia de
recursos tecnologicos e de equipamentos de segu-
ranga, por mao-de-obra desqualificada e mal remu-
nerada, o que aumenta ainda mais o risco da infec-
¢do ser contraida (Almeida et al. 1994).

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

E importante salientar que a PCR pode ser uti-
lizada como um suporte na satde publica, viabili-
zando diagnostico rapido e preciso da Leptospirose,
auxiliando no controle profilatico e tratamento de
animais e pacientes humanos.

CONCLUSAO

Foi possivel diagnosticar pela PCR a presenga da
cepa patogénica da L. interrogans, sendo uma boa
ferramenta para diagnosticar esse microrganismo
de forma réapida e eficaz.
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