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RESUMO

A leptospirose é uma zoonose importante, causada por espiroquetas patogénicas do género
Leptospira. A diversidade e inespecificidade dos sintomas podem dificultar o diagnostico
definitivo, sendo muitas vezes necessario a utilizacdo de testes laboratoriais. Objetivou-se
avaliar o uso do diagnostico molecular de Leptospira spp. em urina de cdes com suspeita
clinica de leptospirose. Foram analisadas 15 amostras de urina de cées atendidos na rotina do
Hospital Veterinario da UESC e do Centro de Controle de Zoonoses de llhéus-BA, sendo que,
dois (13,3%) foram positivos na PCR e possuiam quadro sugestivo de leptospirose. Verificou-
se que as amostras de urina que foram armazenadas a -20°C e sem tamponamento ndo houve
amplificagdo do DNA, enquanto que nas amostras que foram imediatamente processadas e
também sem tamponamento gerou um amplificado com 285 pb especifico de Leptospira spp.
de acordo com os primers G1 e G2 utilizados. A PCR pode ser recomendada como um
método de diagnostico complementar de leptospirose.
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MOLECULAR DETECTION OF Leptospira IN URINE SAMPLES OF DOGS
NATURALLY INFECTED

ABSTRACT

Leptospirosis is an important zoonosis caused by pathogenic spirochetes of the genus
Leptospira. The diversity and multiplicity of symptoms may complicate the final diagnosis
and is often necessary to use laboratory tests. The objective was to evaluate the use of
molecular diagnosis of Leptospira spp. in the urine of dogs with clinical suspicion of
leptospirosis. Were analyzed 15 urine samples from dogs treated in routine UESC Veterinary
Hospital and the Center for Zoonosis Control from llheus, Bahia, of which two (13.3%) were
positive by PCR and had suggestive signs of leptospirosis. It was found that the urine samples
that were stored at -20 ° C and without buffering no DNA amplification, ocorred while the
samples that were processed immediately without buffering too generated a 285 bp amplified
with specific Leptospira spp. in accordance with the G1 and G2 primers used. PCR can be
recommended as a complementary diagnostic method of leptospirosis.
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DETECCION MOLECULAR DE Leptospira EN MUESTRAS DE ORINA DE PERROS
INFECTADOS NATURALMENTE

RESUMEN

La leptospirosis es una zoonosis causada por espiroquetas patdgenas importantes del género
Leptospira. La diversidad y la multiplicidad de los sintomas pueden complicar el diagnostico
final, a menudo es necesario utilizar pruebas de laboratorio. El objetivo fue evaluar la
utilizacion del diagnostico molecular de Leptospira spp. en orina de perros con sospecha
clinica de leptospirosis. Se analizaron 15 muestras de orina de los perros tratados en la rutina
del Hospital Veterinario de la UESC y el Centro de Control de Zoonosis de Ilhéus, Bahia, de
los cuales dos (13,3%) fueron positivas por PCR y habia sugerentes de leptospirosis. Se
encontré que las muestras de orina que se almacenaron a -20°C y sin taponamiento no hubo
amplificacion de ADN, mientras que las muestras que fueron procesadas inmediatamente, y
sin tamponamiento se generd un amplificado de 285 pb especifico con Leptospira spp. de
acuerdo con la primers G1 y G2 utilizados. La PCR puede ser recomendado como un método
complementario de diagndstico de la leptospirosis.

Palabra-claves: PCR, leptospirosis, ADN, infecciones, zoonosis.
INTRODUCAO

A leptospirose € uma zoonose de importancia mundial, causada por espiroguetas
patogénicas do género Leptospira, que pode acometer humanos, animais silvestres e
domésticos (1,2).

No Brasil, assume carater epidémico relacionado, principalmente, as precérias
condicdes de saneamento basico associado a consequente proliferacdo de roedores, que sdo 0s
principais portadores da bactéria no meio urbano. Os cdes sdo considerados a segunda
principal fonte de infeccdo para o homem devido o contato com roedores ou com a urina
contaminada (3). As principais fontes de infeccdo em é&reas urbanas estdo relacionadas
principalmente a roedores.

O diagnostico de doengas infecciosas com deteccdo de micro-organismo de crescimento
lento ou daqueles que ndo sdo cultivaveis torna-se possivel por meio das técnicas de biologia
molecular. A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma das técnicas mais utilizadas, sendo
um método rapido, sensivel e especifico, que possibilita o diagndstico a partir de uma
pequena amostra de DNA (4, 5).

Diversos estudos demonstram que a PCR é um método eficaz no diagnostico de doencas
causadas por bactérias, antes do desenvolvimento dos titulos de anticorpos ou quando 0s
titulos estdo baixos e o curso clinico ndo caracteristico. No caso da leptospirose, 0s anticorpos
sdo detectados somente cinco ou sete dias apds a infec¢do, o que torna os testes soroldgicos
pouco eficientes na deteccdo de infeccGes onde o agente ndo induz uma resposta imune capaz
de reagir com os padrdes conhecidos (4, 6-8).

A comparacdo dos resultados obtidos entre a analise da urina e do soro pela PCR e da
sorologia, utilizando a soroaglutinagdo microscépica (SAM), confirmou que a analise da urina
pode ter mais sucesso que a analise do soro, tanto da PCR quanto da SAM, sendo informativa
na primeira semana da doenga (4). A utilizacdo da PCR em urina de cdes pode ser Gtil no
diagnostico precoce da leptospirose (9).

Obijetivou-se avaliar a PCR no diagnostico da Leptospira spp. na urina de cées
infectados naturalmente com suspeita clinica da doenca, utilizando-se o par de primers G1 e
G2.
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MATERIAL E METODOS

Area e animais de estudo: Foram estudados 15 cdes provenientes do municipio de llhéus,
localizado no litoral sul do Estado da Bahia com suspeita clinica de leptospirose. As amostras
de urina de 10 animais foram provenientes da rotina de animais atendidos no Hospital
Veterinario da Universidade Estadual de Santa Cruz (HV-UESC). Amostras de cinco animais
errantes foram obtidas no Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) de Ilhéus-BA. Foi
estabelecido o diagndstico clinico baseado no historico (nos casos dos animais domiciliados)
e nas manifestacGes clinicas, como febre, anorexia, desidratacdo, prostracdo e/ou ictericia. A
urina, na quantidade de 15 mL, foi coletada com sonda uretral estéril, transferida para tubos
tipo Falcon, com capacidade para 50 mL e identificados, ndo sendo utilizando tamponantes.
Metade da urina coletada foi congelada para posterior analise a -20°C e a outra foi processada
imediatamente.

Extracdo do DNA das amostras de urina: Homogeneizou-se e aliquotou-se 10 mL da
amostra de urina. Centrifugou-se os tubos a 17.000 g, descartou-se o sobrenadante e o
sedimento ressuspendido em 100 L de agua miliQ. Centrifugou-se as amostras novamente e
0 sobrenadante foi descartado. Adicionou-se tampdo de extragdo (10mM Tris-Hcl, pH 8,0;
500mM EDTA, pH 8,0; Proteinase K 100 pg/uL e 1% de Triton X — 100). Cada amostra foi
levada ao vortex e aquecida em banho-maria a 50°C por 60 minutos. Adicionou-se
Fenol/Cloroférmio/Alcool Isoamilico (25:24:1) e homogeneizou-se a amostra manualmente.
Centrifugou-se as amostras a 8.000 g por 5 minutos. O sobrenadante foi transferido para outro
microtubo com o auxilio de uma pipeta. Precipitou-se 0 DNA com Acetato de Amoénio 5 M e
etanol a 100%. As amostras foram incubadas a -20°C por 30 minutos. Apds esse periodo,
foram centrifugadas a 17.000 g por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e precipitado
com etanol 70%. Centrifugou-se novamente a 17.000 g por 15 minutos. O sedimento foi
eluido em 60 L de tampdo TE (10mM Tris-Hcl, pH 8,0; 0,dmM EDTA, pH 8,0) . As
amostras foram armazenadas em freezer a -20°C até a realizacdo da PCR.

Condicdes de amplificacdo do DNA: Preparou-se uma mistura de reagentes em um
microtubo para capacidade para 200 pL que consistiu em 1,5x de tampdo Taq, 4 mM de
MgCl;, 0,2 uM de cada oligonucleotideo (G1 e G2), 100 uM de dNTP (dATP, dTTP, dCTP e
dGTP) e 2,5U, de Tag DNA Polimerase (Ludiwing®). O volume da mistura de reacédo foi
corrigido com agua ultrapura para 20 pul. A seguir foram adicionados 15 pL de DNA
extraido. O sistema utilizou oligonucleotideos especificos para amplificacdo de um fragmento
do gene secY do genoma das espécies de Leptospira, exceto L. kirschneri, que possuiam as
seguintes sequéncias nucleotidicas: G1[direto] - 5> CTG AAT CGC TGT ATA AAA GT 3’;
G2 [reverso] - 5 GGA AAA CAA ATG GTC GGA AG 3. O volume final da reagao foi de
35 pL (20).

Amplificacdo do DNA: Para a PCR foi utilizado um termociclador MJ96G-Biocycler. O
primeiro ciclo consistiu de desnaturacdo a 95 °C por 5 minutos. Os 34 ciclos seguintes
consistiram de desnaturacdo a 94 °C por 1 minuto e 30 segundos, anelamento dos
oligonucleotideos a 55 °C por 1 minuto e extensdo a 72 °C por 2 minutos. Uma etapa final de
5 minutos a 72 °C para extensao final. A visualizacdo do produto amplificado foi realizada
por eletroforese em gel de agarose a 2,0 %, corado com brometo de etideo e fotodocumentado
em transiluminador (L-PIX Loccus Biotecnologia). Os fragmentos amplificados na PCR
foram comparados com o controle positivo isolado de cdo com sinais clinicos para
leptospirose e positivo na PCR e sorologia.
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RESULTADOS

Dos 15 cdes analisados, dois (13,3%) foram positivos para Leptospira spp., quando a
urina ndo neutralizada foi processada imediatamente ap6s a coleta, entretanto, as mesmas
amostras processadas apds o descongelamento apresentaram resultados negativos. O
fragmento de DNA de Leptospira amplificado na PCR apresentou, aproximadamente, 285 pb
(Figura 1).

M 1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 1. Eletrofore em gel de agarose 2,0% dos produtos da PCR. M. Marcador melecular;
1-2-3-6-7: animais negativos; 4-5: animais positivos; 8: controle negativo

DISCUSSAO

A positividade de leptospirose com a PCR de amostras de urina de cdes com quadro
clinico sugestivo foi de 13.3%, resultado bem inferior aos encontrados na literatura que
variam entre 50% e 90 % (4,11), fato este que pode ter sido influenciado pela né&o
neutralizacdo das amostras no momento da coleta.

As amostras de urina congeladas e descongeladas antes do processamento podem
produzir resultados negativos uma vez que algumas bactérias, inclusive a Leptospira, podem
sofrer lise durante a estocagem a baixas temperaturas, estocagem em meios &cidos ou pelo
contato com substancias inibidoras na prépria urina tais como uréia e creatinina (12,13). O
acido nucléico pode ser degradado na estocagem ou perdido junto ao sobrenadante apos a
centrifugacdo utilizada nas fases iniciais de extracdo do DNA para concentracdo dos
microrganismos (13). Além disso, existe a possibilidade de que a aliquota utilizada néo
apresentasse a bactéria uma vez que a sua eliminag&o pela urina é intermitente (14).

O congelamento pode provocar a lise das bactérias, sendo recomendado o
processamento da amostra no mesmo dia da coleta da urina, principalmente, quando ndo se
usa um tamponante para neutralizar a grande quantidade de inibidores enzimaticos que podem
prejudicar a PCR. A padronizacdo e a escolha correta do protocolo de extracdo do DNA,
escolha dos reagentes e dos primers para a PCR, sdo essenciais no sucesso do diagnostico
precoce da infeccdo.

Os resultados obtidos neste estudo corroboram com os obtidos por Riediger (15), que
demonstram a especificidade do conjunto de oligonucleotideos G1/G2 na analise de amostras
de urina no diagnostico da leptospirose.
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CONCLUSOES

O processamento das amostras de urina de caes (ndo neutralizadas e congeladas), talvez

néo seja adequado para a realizagdo da PCR para diagnosticar a leptospirose, porque geraram
resultados falso-negativos.
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