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RESUMO

A leptospirose possui importancia econémica, pois € uma das principais
doengas infecto-contagiosas que afetam varias espécies de animais.
Para realizagdo da PCR com os iniciadores Lep13/Lep14 na detecgéo de
Leptospira sp foram utilizados trés métodos de extragdo de DNA. Sete
amostras submetidas a extragdo utilizando proteinase K produziram
resultado positivo apés a PCR. Quatro amostras submetidas a extracao
com proteinase de origem vegetal (E6870) também produziram resultado
positivo apés a PCR. Quando o DNA de cinco amostras foi extraido pelo
método de aquecimento, apenas em duas foi possivel observar
amplificagdo apos a PCR. Foram feitas diluicdes seriadas de L. hardjo/
Hardjoprajitno (CTG) em urina e apo6s realizagdo da PCR com os
iniciadores Lep13/Lep14 foi possivel detectar ate 10°céls/mL. Foi
utilizada, também, a técnica de RAPD-PCR com os iniciadores B11/B12
para a diferenciagdo entre as sorovariedades bratislava, tarassovi,
pomona, szwajizak, hardjo/Hardjoprajitno (OMS), hardjo/Hardjoprajitno
(CTG) e mini, como também para caracterizagdo de diluicbes de L.
hardjo/Hardjoprajitno (CTG) em urina. No primeiro caso, foi obtido, apos
a RAPD-PCR, um perfil de bandas diferenciado e caracteristico e, com
isso, foi possivel identificar cada amostra testada. No segundo caso, foi
possivel detectar amplificagao de até 10°céls/mL. Os resultados obtidos
demonstram que a PCR pode ser utilizada na detecgédo de Leptospira sp
em amostras de urina e a RAPD-PCR pode ser utilizada na identificacao,
caracterizacao e diferenciacdo de sorovariedades.

Palavras-chave: Leptospira, extragdo de DNA, PCR, RAPD-PCR, urina.
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As leptospiroses s3ao zoonoses consideradas de grande imporlémc:i‘:ilr
economica nas exploragdes pecudrias e estdo distribuidas
mundialmente. Os animais infectados sao capazes de eliminar
leptospiras pela urina durante varios meses e possivelmente, durante
varios anos depois da infecgdo, atuando como portadores e
transmissores do microorganismo. Teoricamente, qualquer leptospira
patogénica pode infectar qualquer espécie animal e pode estar presente
em qualquer regido, mas na pratica, somente um pequeno numero de
sorovariedades tornam-se endémicas em uma regiao particular ou pais.
Além disso, cada sorovariedade possui a tendéncia a se manter em
hospedeiros especificos. Este fato pode ser observado com a
sorovariedade hardjo que tem se mostrado adaptada e mantida em
bovinos em varias partes do mundo. Os dois genotipos da sorovariedade
hardjo sdo Hardjobovis e Hardjoprajitno. O genotipo Hardjobovis parece
ser melhor adaptado aos bovinos do que Hardjoprajitno e & encontrado
na maioria dos paises. O gendtipo Hardjoprajitno tem sido encontrado
somente na Gra-Bretanha, Nigéria, india, Malasia, Brasil, México e
Estados Unidos (Ellis, 1994).

Em relagao a taxonomia, as leptospiras sdo espiroquetas pertencentes a
Ordem Spirochaetales, familia Leptospiraceae. Dois tipos de
classificagdo de Leptospira sp coexistem: uma baseada em
determinantes genéticos e a outra baseada em determinantes
antigénicos. Antigenicamente, o género Leptospira € dividido em duas
espécies: L. interrogans que compreende as amostras patogénicas e L.
biflexa que compreende as amostras saprofitas (Holt et al., 1994). As
leptospiras sado divididas em sorovariedades com base na reagdo de
soroaglutinagdo microscopica e reagdo de absorgcdo cruzada de
aglutininas. Sorovariedades de leptospira antigenicamente relacionadas
sdo agrupadas em sorogrupos. Mais de 200 sorovariedades sao
agrupadas em 23 sorogrupos. Métodos moleculares deram nova visao a
taxonomia de leptospiras. Estudos recentes mostraram a presenca de
heterogeneidade gendémica dentro do género Leptospira e, com isso,
foram propostas novas espécies gendmicas de leptospiras patogénicas e
saprofitas baseadas no grau de homologia do DNA (Yasuda et al., 1987,
Ramadass et al., 1992).

Os métodos laboratoriais atualmente utilizados como o Teste de
Aglutinagdo Microscopica (MAT) e o isolamento possuem muitas
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2. LITERATURA CONSULTADA

A primeira referéncia a leptospirose no homem foi feita pelo pesquisador
francés Larrey que observou casos de ictericia de carater infeccioso na
cidade do Cairo, Egito. Esta enfermidade foi descrita por Weil, em 1886,
como uma espiroquetose ictero-hemorragica do homem que,
posteriormente, ficou sendo conhecida pelo nome de Doenga de Weil. O
agente etiologico foi descoberto por Inada et al. em 1914 no Japéo, que
o denominaram Spirochaeta icterohaemorrhagiae (Azevedo & Santos,
1946).

No Brasil, o primeiro trabalho experimental foi o de Aragdo colaborando
na tese de Ausier Bentes sobre leptospirose onde procurou verificar a
presenga da sorovariedade icterohaemorrhagiae nos ratos do Rio de
Janeiro (Azevedo & Santos, 1946).

A primeira citacao de leptospirose em bovinos foi publicada na URSS por
Mikhin & Azhinov, 1935 (Amatredjo et al. 1975) que isolaram L.
grippotyphosa de vacas com infec¢gdo e hemoglobinuria aguda. Roth &
Galton (1960) realizaram o primeiro isolamento de L. hardjo em bovinos
no Estado da Louisiana, Estados Unidos (Amatredjo et al, 1975). Até
aquele momento, L. pomona era considerada o prncipal agente
etiologico das leptospiroses em bovinos nos Estados Unidos.

Estudos de hibridizacdo de DNA (Haapala et al.,1969) indicaram que o
género Leptospira possui heterogeneidade. Marshall et al. (1981)
observaram que ha claras diferengas entre as sorovariedades hardjo e
balcanica analisando os fragmentos gerados por enzimas de restrigdo.

Robinson et al. (1982) demonstraram que amostras da sorovariedade
hardjo isoladas na Nova Zelandia possuiam uma diferenga com
sorovariedade hardjo amostra de referéncia Hardjoprajitno na Analise
Eletroforética de Fragmentos de DNA de Bactérias (BRENDA) gerados
por enzimas de restrigdo. Foi observado um padrdo de bandas
heterogéneo entre as duas amostras apos terem sido digeridas com a
enzima EcoRl. Propuseram, entdo, que sorovariedades de L. interrogans
poderiam ser subdivididas utilizando a técnica de BRENDA. Esta
diferenga também foi observada por Thiermann et al. (1986) que utilizou
o mesmo método em amostras de hardjo isoladas na América do Norte.
O nome Hardjobovis foi sugerido para estas amostras por Thiermann &
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Ellis (1985) e trés subtipos do genotipo Hardjobovis foram reconhecidos:
A, BeC.

Alta prevaléncia de Hardjoprajitno em vacas com agalactia e em fetos
abortados, foi relatada por Ellis et al. (1988) em contraste com a alta
prevaléncia de Hardjobovis em animais de abatedouro, indicando que
amostras pertencentes a este genotipo podem ser menos patogénicas
que as amostras pertencentes ao gendtipo Hardjoprajitno. A técnica de
analise eletroforética de fragmentos gerados por enzimas de restricao
pode ser util para identificagdo, mas € laboriosa, consome muito tempo
(Van Eys et al., 1989) e ¢ ineficiente na identificagdo de leptospiras em
fluidos corporais devido a grande quantidade de DNA purificado que a
técnica requer (Pacciarini et al. 1993).

Yasuda et al. (1987) e Ramadass et al. (1992), utilizando o método de
hibridizagdo, delinearam novas especies de leptospiras patogénicas e
saprofitas. Assim, foram sugeridas que as espécies patogénicas fossem
divididas em 7 novas espécies como L. interrogans, L. borgpetersenii, L.
noguchi, L. weilli, L. santarosai e L. kirshneri e as nao patogénicas foram
divididas em L. biflexa, L. meyeri, L. wolbachii e L. parva. Nessa
classificagao, o gendtipo Hardjoprajitno pertence a espécie L. interrogans
e o0 gendtipo Hardjobovis pertence a L. borgpetersenii.

A introdugao da tecnica de PCR (Reagao em Cadeia da Polimerase), em
1985, tem facilitado o desenvolvimento de uma variedade de sistemas de
deteccdo de 4acidos nucléicos de bactérias, virus e outros
microorganismos (Erlich et al., 1991). Devido a sua alta sensibilidade,
especificidade e rapidez, a PCR oferece vantagens quando comparados
aos metodos de diagnostico convencionais (Pfeffer et al., 1995).

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi utilizada para detecgao de
L. hardjo genotipo Hardjobovis em urina bovina. Amostras de urina
contendo no minimo 10 leptospiras deram resultados positivos com a
PCR. Para a deteccdo de L. hardjo gendtipo Hardjobovis, a PCR
demonstrou ser um meétodo rapido, especifico, muito sensivel e de
valiosa importdncia no auxilio aos meétodos de diagnostico de
leptospiroses (Van Eys et al.,1989).

Mérien et al. (1992) testaram a técnica de PCR para a confirmagdo do
diagnostico de leptospirose em material humano (urina, sangue e liquido
céfalo-raquidiano) e foi possivel observar que esta técnica pode superar,
em termos de sensibilidade de detecgdo, a técnica de cultivo do
microorganismo, pois pode-se detectar pequeno numero de leptospiras.
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Gravekamp et al. (1993) utilizaram a PCR para amplificagdo de um
fragmento de DNA, em condigdes especificas, de sorovariedades
patogénicas e nao patogénicas de Leptospira e que nao amplificam
fragmentos de outras espiroguetas ou microorganismos nao
relacionados.

Algumas variagoes da PCR tem enriquecido os trabalhos de identificagao
de leptospiras, como a pesquisa que utilizou iniciadores aleatorios e
amplificagdo do gene TrRNA, com posterior andlise, usando
endonucleases de restricdo (Ralph et al., 1993).

Comney et al. (1993) realizaram um experimento utilizando a PCR com
iniciadores  arbitrarios (RAPD-PCR) e observaram que cada
sorovariedade e genotipo de Leptospira analisado tinha um tnico padrao
de amplificagcdo. Aléem disso, com esta técnica, foi possivel diferenciar os
subtipos A e B do gendtipo Hardjobovis.

Savio et al. (1994) descreveram um experimento que utilizou a PCR e
RFLP e observaram que esta técnica pode representar um instrumento
util para o desenvolvimento de um diagnostico para identificagdo de
sorovariedades.

Em outro experimento com a PCR, Bal et al. (1994), utilizando amostras
clinicas de pacientes em diferentes estagios da doencga, concluiram que
a técnica é promissora para diagnostico precoce e pode ser util na
detecgao de leptospiras em pessoas que eliminam, pela urina, o
microorganismo por longos periodos.

A PCR utilizando o par de iniciadores G1/G2 descrito por Gravekamp et
al. (1993) foi testada em amostras provenientes de culturas de leptospira
e foi demonstrado que alteragdes na sequéncia dos produtos de DNA de
diferentes espécies gendmicas de leptospira provocavam mobilidades
diferentes quando submetidos a eletroforese em géis de poliacrilamida.
Com isso, Oliveira et al. (1995) concluiram que, com esta técnica, pode
ser feita uma analise preliminar das novas espécies gendomicas de
leptospira sugeridas anteriormente por Yasuda et al.(1987) e Ramadass
et al. (1992).

A utilizagao da técnica de RAPD-PCR na identificacdo de sorovariedades
de Leptospira pertencentes ao sorogrupo SEJROE foi feita por Gerritsen
et al. (1995) e foi observado que esta técnica, além de possuir
reprodutibilidade, possui a capacidade de diferenciar os genotipos

Il
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Hardjobovis e Hardjoprajitno que sao indistinguiveis pelo Teste de
Aglutinagao Microscopica (MAT).

Brown & Levett (1997) caracterizaram sorovariedades pertencentes as
sete espécies de Lepfospira patogénicas por analise dos fragmentos
gerados por enzimas de restricdo dos produtos de PCR, por RAPD-PCR
e por PCR de baixa-estringéncia (LS-PCR). Os resultados mostraram
que a técnica de RAPD-PCR é um método simples, rapido e possui
grande potencial para a identificagdo das sorovariedades de Leptospira

sp.

Ramadass et al. (1997), baseando-se no método de RAPD-PCR
descrito anteriormente por Gerritsen et al. (1995), testaram 14 amostras
de laboratorio pertencentes a varias sorovariedades. No experimento
cada sorovariedade produziu um perfil de bandas distinto, indicando que
este método é muito Gtil na detecgao, identificagdo e caracterizagédo de
sorovariedades pertencentes ao género Lepfospira.

A PCR para a detecgdo de Leptospira sp em amostras de sémen de
bovinos que iriam ser utilizados para inseminacao artificial foi testada por
Masri et al. (1997) que sugeriram que a PCR é um método de detecgéo
que possui maior sensibilidade que os métodos de diagndstico
tradicionais.

Foi utilizada a PCR juntamente com o Teste de Aglutinagdo Microscopica
(MAT) e ELISA para detecgdo de leptospiras em pacientes humanos com
meningite e foi observado que a utilizagdo da PCR possui muitas
vantagens frente a técnica de MAT e ELISA-IgM no diagndstico precoce
de muitos casos de leptospiroses, pois 39.80% do total de amostras
foram PCR positivas e somente 8.74% e 3.88% das amostras foram
positivas pelos métodos de MAT e ELISA, respectivamente (Romero et
al., 1998).
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3. MATERIAL E METODOS
1. Sorovaridades de Leptospira sp:

Foram utilizadas amostras de Leptospira sp obtidas do antigo Centro
Panamericano de Zoonoses da Organizagdo P namericana da Saude e
amostras coletadas de bovinos em Minac _rais, Brasil e isoladas por
Moreira (1994) no Laboratorio de Zounoses do Departamento de
Medicina Veterinaria Preventiva da UFMG e tipificadas no Royal Tropical
Institute em Amsterdam, Holanda, Laboratorio Internacional de
Referéncia da Organizacao Internacional de Epizootia, credenciado pela
OMS e FAO. As amostras isoladas por Moreira (1994) foram L.
hardjo/Hardjoprajitno (CTG) e L. mini/Cantagalo (CTG). A relagdo das
amostras de keptospira sp utilizadas no presente estudo € apresentada
no Quadro I:

QUADRO | Sorovariedades de Leptospira sp utilizadas no presente

estudo
Espécie Gendémica Sorogrupo Sorovariedade Amostra de
Referéncia

L. interrogans AUSTRALIS bratislava Jez bratislava

L. interrogans POMONA pomona Pomona

L. interrogans SEJROE hardjo Hardjoprajitno
(OMS)

L. interrogans SEJROE hardjo Hardjoprajitno
(CTG)

L. borgpetersenii  MINI mini Cantagalo (CTG)

L. borgpetersenii MINI szwayjizak Szwajizak

L. borgpetersenii TARASSQVI tarassovi Perepelicin

2. Cultivo de Leptospira sp:

As leptospiras foram cultivadas em aerobiose em meio de Ellinghausen
modificado por Johnson & Harris (1946), EMJH, a 27°C, ao abrigo da luz,
por 7 dias .

3. Obtencao de massa de células de Leptospira sp:
Para obtengdo de massa de células, 6 ml de cultura de Leptospira sp

foram repicadas em 60 mL de EMJH, deixadas em aerobiose, a 27°C e
ao abrigo da luz por 7 dias. Apos 7 dias, as culturas eram submetidas a
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centrifugacdo em centrifuga Sorvall modelo RC2-B a 13.000 x g, por 30
minutos a uma temperatura de 4°C. O sedimento foi lavado com uma
solugdo de PBS por duas vezes. Entre as lavagens, foram feitas
centrifugagdes a 13.000 x g por 10 minutos. O sedimento contendo as
bactérias foi entdo armazenado a —2QGC ate ser processado.

4. Adicao de L. hardjo (Hardjoprajitno/CTG) em urina:

Leptospira hardjo genodtipo Hardjoprajitno cultivada em EMJH por 7 dias
foi contada em camara de Neubauer sob microscopia de campo escuro.
Para a contagem das leptospiras, 10 ul da cultura foi diluida 40x e
homogeneizada para a leitura. Foram obtidas 1,14 x 10" leptospiras por
mililitro de cultura. A cultura de leptospiras foi centrifugada a 13.000 x g
por 30 minutos a 4°C. O sedimento foi ressuspendido em urina fresca
que foi coletada de bovino da raga Jersey com idade de
aproximadamente 3 anos onde foi feita pesquisa de Leptospira sp por
meio de microscopia direta em microscopio de campo escuro e foi
observado que o microorganismo ndo estava presente. Foram feitas
diluigdes para obtengdo de concentragdes de 10'° a 10" bactérias por mL
de urina. As urinas com diferentes concentragdes de Lepfospira sp
foram centrifugadas a 13.000 x g por 30 minutos e foram submetidas a
extragdo do DNA com proteinase K e fenol/cloroférmio/alcool isoamilico
como descrito em 5.1.

5. Extragdo de DNA:
O DNA de amostras de Leptospira sp foram extraidos por trés métodos:

5.1. O DNA de sete amostras de Leptospira sp, cultivadas em EMJH
durante 7 dias a 27°C e das diluigbes de L.hardjo em urina foram
extraidos com proteinase K e fenol-cloroférmio descrito por Tamai et al.
(1988).

As amostras em meio de cultura e urinas foram previamente
centrifugadas a 13.000 x g, por 20 minutos & temperatura ambiente. O
sedimento foi ressuspenso em 200 pl de solugao de 50 mM Tris (pH
8.0), 50 mM EDTA, 100 mM NaCl, 1% SDS juntamente com 100 ug de
Proteinase K (Sigma) por mililitro de volume final. Apos a
homogeneizagao, a solugao foi incubada a 37°C por 2 horas. A extragao
foi feita 3 vezes com fenol/cloroformio/alcool isoamilico (25:24:1)
saturado com TE (10 mM Trs pH 8.0, 1 mM EDTA) viv com a fase
aquosa e finalmente extraido com cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). As
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extracdes foram feitas com agitagdo vigorosa até formacgao de emulséao e
posterior centrifugagdo a 13.000 x g por 10 minutos & temperatura
ambiente para separagdo da fase aguosa. A precipitacdo foi feita com
po] 5 vezes o volume da fase aquosa com etanol 100% armazenado a -
20°C, adicionado de 0,1 do volume final de solugéo de acetato de sodio
3 M pH 5.2 e 1 nug de glicogénio. A mistura foi incubada a -20~ °C durante
a noite. O sedimento contendo o DNA foi posteriormente lavado com 100
ul de etanol 70% gelado, e foram feitas centrifugagdes a 13.000 x g por
20 minutos a 4°C entre as lavagens. O sedimento foi seco em centrifuga
para evaporagdo a vacuo (Speed Vac) e ressuspendido em 50ul de agua
M|II|Q estéril. Foi feita incubacao da amostra com RNase A (20 ng/ul) a
37°C por 2 horas. O DNA das amostras de Leptospira sp foi extraido pela
técnica de fenol/cloroformio/alcool isoamilico conforme descrito
anteriormente. O DNA foi ressuspenso novamente em agua MilliQ estéril
e estocado a 4°C até a dosagem do DNA descrita no item 6.

5.2. O DNA das amostras de L. szwajizak, L. mini, L. hardjo/
Hardjoprajitno (OMS), L. hardjo/Hardjoprajitno (CTG) cultivadas em
EMJH foram extraidos também, utilizando uma nova proteinase de
origem vegetal, E6870, recentemente isolada no Laboratorio de Produtos
Naturais-ICB (Salas et al. 1997) ao invés de proteinase K (Sigma). Foram
utilizadas 300 pg da proteinase E6870 juntamente com 200 pl de solugéo
de 50 mM Tris (pH 8.0), 50 mM EDTA, 100 mM NacCl, 1% SDS. A
extragao foi realizada utilizando o mesmo procedimento descrito em 5.1.

5.3. O DNA de amostras de L. mini, L. szwajizak, L. hardjo/Hardjoprajitno
(OMS), L. bratislava e L. pomona foram extraidos pelo método de
aquecimento do sedimento das amostras em uma solugdo de 0.1 mM
Tris (pH 7.0) a 100°C por 10 minutos e resfriamento imediato. Os debris
celulares foram removidos apos centrifugagao a 13.000 x g por 5 minutos
e o sobrenadante foi submetido a extragdo com fenol/cloroférmio/alcool
isoamilico utilizando o mesmo procedimento descrito para o primeiro
método de extragio.

6. Dosagem de DNA:

A concentragdo de DNA obtido de cultura de Leptospira sp e das
leptospiras adicionadas em urina foi determinada através de eletroforese
em gel de agarose 1% (Sigma) comparado com padrdo de peso
molecular 7. DNA/Hind Ill. Foi utilizado 5 ul (10% do total) da
ressuspensdo da amostra e 1 pl de tampéo de amostra 6x contendo azul
de bromofenol 0.25%, xilenocianol 0.25% e ficoll 15% em solucéo
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aquosa. O gel foi submetido a uma tensédo de 75V por aproximadamente
1 hora. Apos a corrida, o gel foi corado com uma solugdo contendo
brometo de etidio 0.5 pg/mL sob agitagdo suave e a concentragdo
determinada comparando a intensidade do DNA recém-extraido com a
intensidade das bandas do padrdo de peso molecular 3 DNA/Hind IlI
(Pharmacia).

7. PCR com iniciadores Lep13/Lep14 e RAPD-PCR com iniciadores
B11/B12:

A PCR utilizando os iniciadores Lep13/Lep14 e RAPD-PCR utilizando os
iniciadores B11/B12 foram realizadas em um termociclador para PCR MJ
Reseach PT 16.

7.1. PCR com iniciadores Lep13/Lep14

Os iniciadores Lep13/Lep14 utilizados para a PCR foram descritos por
Woodward & Redstone (1993) e foram sintetizados pela Gibco, BRL . A
sequéncia dos iniciadores é:

Lep 13 5'CTCGGATCCTTAGATATGCTGCAGAAGCTTG 3
Lep 14 S5 AAAAGATCTTATGATTATCAATCACAACCTG 3

Os iniciadores Lep13/Lep14 amplificam um fragmento de 849 bp que é
um gene que codifica uma subunidade da proteina do endoflagelo no
gual a sequéncia de nucleotideos esta apresentada a seguir (GenBank,
acesso M81344 M61910):
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Lep 14
5'AAAAGATCTT ATGATTATGA TTATCAATCA CAACCTGAGC
GCGGTGAATT CTCACCGTTC TCTAAAGTTC AACGAGCTTG
CTGTGGACAA GACGATGAAG GCTTTGTCTT CCGGTATGCG
GATCAATTCC GCGGCGGACG ACGCTTCCGG ACTCGCGGTT
TCTGAAAAGC TAAGAACGCA GATCAACGGT CTGCGTCAGG
CCGAAAGAAA CACCGAAGAC GGGATGAGCT TCATTCAAAC
TGCCGAGGGT TTCCTCGAAC AGACGTCGAA CATCATTCAG
AGAATCCGGG TGCTTGCCAT CCAGACCTCG AATGGTATCT
ACAGCAACGA AGATAGGCAG CTTGTGCAGG TGGAAGTATC
TGCGCTGGTG GACGAAGTCG ACCGAATCGC TTCTCAGGCT
GAATTTAATA  AGTTCAAGCT TTTCGAGGGG CAATTCGCAA
GAGGTTCACG GGTCGCGTCC ATGTGGTTTC ATATGGGACC
GAACCAAAAT CAGCGAGAGA GATTTTACAT CGGCACGATG
ACTTCGAAAG CCCTGAAGCT TGTAAAGGCG GACGGGAGAC
CGATCGCGAT TTCTTCTCCG GGAGAAGCCA  ACGATGTTAT
CGGTTTAGCG GATGCGGCTC TTACGAGGAT CATGAAGCAG
AGAGCGGATA TGGGGGCTTA TTACAATAGG CTCGAGTATA
CCGCAAAAGG GCTGATGGGT GCATATGAAA ATATGCAAGC
ATCGGAATCC AGAATTCGGG ACGCCGATAT GGCGGAGGAA
GTTGTCTCGC TGACCACAAA ACAAATACTC  GTTCAGAGTG
GTACGGCAAT GTTAGCGCAG GCAAATATGA AACCGAATTC
GGTTCTCAAG CTTCTGCAGC ATATCTAAGG ATCCGAG 3
3 GTTC CAAGACGTCG TATAGATTCC TAGGCTC ¥
Lep 13

Foram testados varios parametros para a obtengdo de condigbes otimas
na detecgdo de Leptospira sp pelo PCR: variages na concentragao de
MgCl; (de 0.1 mM a 10 mM), na temperatura de anelamento (55“0, 58°C
e SOOC), nas concentracdes dos iniciadores (de 898 nM a 0.1 nM) e na
quantidade de DNA (de 2x10* pg a 2x10°' pg). DNA de Escherichia coli,
Mycobacterium bovis, humano e bovino foram submetidos ao PCR para
comprovar a especificidade dos iniciadores Lep1 3/Lep14. Os
componentes utilizados na PCR estao apresentados no Quadro 2

®
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QUADRO 2 Componentes da PCR utilizando iniciadores Lep13/Lep14
descritos por Woodward & Redstone (1993):

Reagentes Conc. Stock Conc. Final
Tampao sem MgCl, 10x 1x
(Gibco - BRL)
Desoxiribonucleotideos 10 mM de cada 0.4 mM
trifosfatos (Sigma)
MgCl, (Gibco — BRL) 25 mM X
Iniciadores 20 uM X
Taq Polimerase 5U 25U
(Gibco - BRL)

A reacdo foi realizada em volume final de 25 pl e 15 ul de éleo mineral
foram adicionados sobre a mistura. A PCR foi realizada de acordo com
Woodward & Redstone em 30 ciclos, sendo a desnaturagio a 94°C
durante 1,30 min, o anelamento dos iniciadores com a seqiiéncia alvo a
58°C durante 1,30 min e a extensdo a 72°C durante 2 min. No dltimo
ciclo a etapa de extensdo ocorreu a 72°C durante 10 min.

7.2. RAPD-PCR com iniciadores B11/B12:
Os iniciadores utilizados para a RAPD-PCR foram descritos por Gerritsen
et al. (1995) e foram sintetizados pela DNAgency (Malvern, USA). A

sequéncia dos iniciadores é:

B11 5'CCGGAAGAAGGGGCGCCAT ¥
B12 5'CGATTTAGAAGGACTTGCACAC 3’

Os componentes da mistura utilizados na reagdo de RAPD-PCR estéo
apresentados no Quadro 3.
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QUADRO 3 Componentes de reagdo da RAPD-PCR utilizando
iniciadores descritos por Gerritsen et al. (1995):

Reagentes Conc. Stock Conc. Final
Tampao sem MgCl, 10x 1x
(Gibco — BRL)
Desoxiribonucleotideos 10 mM de cada 0.4 mM
trifosfatos (Sigma)
MgCl, (Gibco — BRL) 25 mM 6 mM
Iniciadores 93 nM 4 nM
Taq Polimerase 5U 25U
(Gibco — BRL)
DNA X 50 ng

A reagao foi realizada em volume final de 25 pl e 15 ul de oleo mineral
foram adicionados sobre a mistura. A RAPD-PCR foi realizada de acordo
com Gerritsen et al. (1995) onde os primeiros dois ciclos consistiram de
desnaturagao a 95° C durante 5 min, anelamento dos mwtadores com a
seqgiiéncia alvo a 40°C durante 5 min e a extenséo a 72°C durante 5 min.
Os 35 ciclos subsequentes consistiam de desnaturagao a 95 C durante 1
min, anelamento dos mtt:ladores com a seqiiéncia alvo a 60°C durante 1
min e a extensdo a 72°C durante 3 min. No ultimo ciclo, foi incluido passo
adicional onde foi utilizada extensdo a 72°C durante 10 min.

8. Analise dos produtos amplificados:

Apés a PCR, os produtos amplificados foram analisados através de
eletroforese em géis de acrilamida/bisacrilamida (29:1) a 6% ou por géis
de agarose a 1,5% corados com uma solugdo contendo brometo de
etidio 5 pg/mL. Foram aplicados 12.5 pl (50% do total) da amostra em
cada canaleta juntamente com o tampdo de amostra 5x. O gel foi
submetido a 85V até que o corante azul de bromofenol atingisse a parte
inferior do gel.

Apos a corrida, os geis de acrilamida/bisacrilamida foram corados pela
prata de acordo com o método de Sanguinetti et al., 1994 onde
inicialmente eram fixados com uma solugdo de etanol a 10% e acido
acético a 0.5% por 3 minutos sob agitagdo suave. Eram, entdo,
transferidos para uma solugdo de nitrato de prata a 0.2% onde
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permaneciam por 10 minutos em agitacé@o leve. A solugdo de nitrato de
prata era retirada, o gel era enxaguado 2 vezes em agua destilada e
posteriormente permanecia em agua destilada por 3 minutos sob
agitacdo leve. Toda a &gua era retirada e a solugdo de revelagao
composta de 3g NaOH, 100 ul de formaldeido em 100 mL de volume
final era adicionada e o gel permanecia sob agitagdo leve até o
aparecimento das bandas, sendo posteriormente transferido para a
solugdo fixadora e submetido a secagem.

Os géis de agarose 1.5% foram corados, ap6s a corrida, com uma
solugdo de brometo de etidio na concentragdo de 5ug/mL sob agitagédo
suave por aproximadamente 10 minutos. Logo apos o gel era fotografado
sob iluminagao U.V.

9. “Southern Blot":

Para a técnica de “Southern Blot", com auxilio do software PCgene, foi
sintetizado um oligonucleotideo que possui homologia com o produto da
PCR com os iniciadores Lep13/Lep14 que esta apresentado em negrito
na pag. 27. A sequéncia do oligonucleotideo é 5TTTCGGCCTGAC
GCAGACCGTTGATCT3'. O oligonucleotideo foi submetido a purificagao,
de acordo com protocolo descrito por Sambrook et al. (1989). Apds
purificagao, o oligonucleotideo foi marcado com y-ATP p (Sambrook et
al., 1989) atividade especifica de 5000 Ci/mmol.

Foram submetidas a PCR quantidades decrescentes de DNA de L
hardjo genoétipo Hardjoprajitno (CTG): 2x10° Pg (corresponde a extra

de DNA de aé)roxlmadamente 4x10 leptospiras), 2x10°pg, 2x10 pg
2x10" pg, 2x10°pg, 2x10'pg, 2x107pg (corresponde a extragao de DNA
de aproximadamente 2 leptospiras), 2x10° pge2x10 pg.

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em um gel de
agarose 1% e foi feita transferéncia por capilaridade para membrana de
nylon carregada positivamente (Hybond-N+, Amersham) em uma solugao
de NaOH 0.4M. A ligacdo do DNA & membrana foi feita utilizando luz
ultravioleta de 312 nm durante 3 minutos. A membrana foi incubada em
uma solug:éo de pré-hibridizagdo (6X SSC e 0.05X BLOTOO - 0.25 %
leite em p6 desnatado dissolvido em agua contendo 0.001% de azida
sédica) a uma temperatura de 54°C por aproximadamente 2 horas e
posteriormente a uma solugdo de hibridizagédo (6X SSC, 0.5% SDS, 100
ug/ml DNA de esperrna de salmio desnaturado e sonda marcada)
durante 8 horas a 65°C. O excesso de radioatividade foi retirado da
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membrana com uma solugdo 2x SSC (0.15M NaCl, 0.15M citrato de
sodio) e 1% de SDS. As lavagens eram monitoradas (contador Geiger,
Technical Associates, USA) até que houvesse auséncia de material
radioativo nas bordas e presenga onde houve ligagdo da sonda com 0
fragmento amplificado pela PCR. As membranas eram expostas a filme
radiografico Kodak X-Omat durante 24 horas a ~70°C (Sambrook et al.,
1989).

10. “Dot Blot™

Para a técnica de “Dot Blot”, foram submetidas ao PCR quantidades
decrescentes de DNA: 2x10°pg, 2x10°pg, 2x10%pg, 2x10' pg, 2x10°pg,
2x10"'pg, 2x10°pg, 2x10°pg e 2x10™pg. Os produtos de PCR foram
acrescidos de 0.1 do seu volume de 3 M NaOH, incubados 5 minutos a
100°C, resfriados a temperatura ambiente e neutralizados com igual
volume de acetato de amdnia 2 M. Estas amostras foram aplicadas
diretamente em membrana de nylon previamente tratada com acetato de
aménia 1 M e foi feito procedimento semelhante a técnica de “Southern
Blot” a partir da ligagdo do DNA @ membrana (lgarashi, 1991).
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4. RESULTADOS

Na primeira etapa, foi extraido DNA de culturas de leptospiras que conti-

nham em média 10'° células por mL. Foram utilizados trés métodos de
extracdo de DNA: A) incubagdo com solugdo de extragédo e proteinase K
(Sigma), seguido de extragdo com fenol/cloroférmio/alcool isoamilico; B)
incubagdo com solugdo de extragdo e proteinase de planta (E6870)
seguido de extragdo com fenol/cloroférmio/alcool isoamilico; C)
aquecimento a 100°C por 10 minutos em uma solugdo de 0.1 mM Tris
(pH 7.0) seguido de resfriamento e extragdo com fenol/cloroférmio/alcool
isoamilico. Os trés métodos de extragdo foram analisados submetendo
amostras de DNA de L. mini (CTG) a eletroforese em gel de agarose 1%.
No método onde foi utilizado proteinase de origem vegetal (E6870), pode
ser observado maior quantidade de DNA de alto peso molecular em
relagdo ao método que utilizou a proteinase K, como esta demonstrado
na Figura 1. No método onde foi utilizada extragdo do DNA por
aguecimento, pode ser observado presenga de DNA degradado de baixo
peso molecular (Figura 1).

Foram testados varios pardmetros para a padronizagdo da PCR
utilizando os iniciadores Lep13/Lep14 testando diferentes concentragbes
de MgCl,, temperaturas de anelamento, diferentes concentragbes dos
iniciadores e quantidades decrescentes de DNA de L. farassovi que foi
utilizada como modelo. Woodward & Redstone (1993) utilizaram 3 mM
de MgCl,, 25 pM do par de iniciadores Lep13/Lep14 e temperatura de
anelamento de 58°C.

Em relagdo & temperatura de anelamento, foram analisadas
temperaturas de 55°C, 58°C e 60°C e foi observado que somente na
temperatura de 58°C foi possivel obter amplificagdo de fragmento de
DNA de leptospira de 849 bp (Figura 2).

O efeito da concentragdo do par de iniciadores Lep13/Lep14 também foi
testado utilizando concentragoes variadas de 898 nM, 100 nM, 10 nM, 1
nM e 0.1 nM e foi observado que a concentragdo de 100 nM foi o limite
minimo para a amplificagdo do fragmento de 849 bp (Figura 3).
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Figura 1 - Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo com produtos de extragdo de
DNA de L. mini (CTG) por diferentes protocolos. Canaleta 1, padrdo de peso molecular i
Hind 1II; canaleta 2, DNA extraido com proteinase K; canaleta 3, DNA extraido com
protease de planta (E6870); canaleta 4, DNA extraido a 100°C por 10 min.
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Figura 2 - Gel de poliacrilamida 6% corado pela prata com produtos da PCR com
iniciadores Lep13/Lep14 onde foram utilizadas diferentes temperaturas de anelamento.
Canaleta 1, marcador de peso molecular 100 bp; canaleta 2, controle negativo; canaleta 3,
temperatura de 55°C; canaleta 4, temperatura de 58°C; canaleta 5, temperatura de 60°C.
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Figura 3 - Gel de poliacrilamida 6% corado pela prata com produtos da PCR obtidos a partir
de diferentes concentragdes do par de iniciadores Lep13/Lep14. Canaleta 1, marcador de
peso molecular 100 bp; canaleta 2, controle negativo; canaleta 3, 898 nM: canaleta 4, 100
nM; canaleta 5, 10 nM; canaleta 6, 1 nM; canaleta 7, 0.1 nM; canaleta 8, 10 pM.

A concentragdo de 2 mM MgCl, resultou em uma amplificagdo de um
fragmento de DNA de leptospira de aproximadamente 849 bp e

concentragbes > 3 mM de MgCl, resultaram em amplificagbes
inespecificas (Figura 4).

1 2 3 4 5 6 7

849 bp

Figura 4 - Gel de poliacrilamida 6% corado pela prata com produtos da PCR com
iniciadores Lep13/Lep14 obtidos a partir de concentracdes variaveis de MgCl,. Canaleta 1,
padrdo de peso molecular 100 bp; canaleta 2, controle negativo; canaleta 3, 0.1 mM de
MgClz, canaleta 4, 2 mM de MgCl,; canaleta 5, 3 mM de MgClz, canaleta 6, 5 mM de MgCl,.
canaleta 7, 10 mM de MgCl,,
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Por ultimo, foram estudadas quantidades de DNA de 2x10°pg, 2x10°pg,
2x10°pg, 2x10' pg, 2x10°%pg, 2x107'pg utilizando como exemplo L.
tarassovi . Foi observado que a intensidade das bandas diminuia com a
diluicdo do DNA e foi observado que 2x102pg de DNA foi o limite de
sensibilidade de detecgédo pela PCR da banda referente ao fragmento
amplificado de 849 bp, o que corresponde a extragdo de DNA de
aproximadamente 4x10° bactérias (Figura 5).

1 2 3 4 5 6 7 8

849 bp

Figura 5 - Gel de poliacrilamida 6% corado pela prata com produtos da PCR com
iniciadores Lep13/Lep14 obtidos a partir de quantidades decrescentes de DNA de L.
tarassovi. Canaleta 1, padrdo de peso molecular 100 bp; canaleta 2, controle negativo;
canaleta 3, 2x10'pg de DNA; canaleta 4, 2x10°pg de DNA; canaleta 5, 2x10°pg de DNA:
canaleta 6, 2x10'pg de DNA; canaleta 7, 2x10°pg de DNA; canaleta 8, 2x10'pg de DNA.

As condigbes padronizadas foram utilizadas frente a todas as amostras
de DNA, provenientes das sorovariedades de Leptospira sp utilizadas
neste trabalho, extraidos pelo método com proteinase K (A)(Figura 6) e
foi observado que o DNA de todas as sorovariedades testadas
produziram fragmento de 849 bp apés a PCR. As condicdes
padronizadas para a PCR utilizando os iniciadores Lep13/Lep14,
também foram utilizadas frente as quatro sorovariedades extraidas pelo
método que utilizou proteinase de planta (E6870)(B) e foi observado que
todas as sorovariedades testadas também amplificaram apés a
realizagdo da PCR (Figura 7). As cinco sorovariedades extraidas pelo
método de aquecimento também foram utilizadas para a realizagdo da
PCR nas condigdes padronizadas e foi observado que apenas duas das
cinco sorovariedades testadas amplificaram (Figura 8). Para testar a
especificidade da PCR utilizando os iniciadores Lep13/Lep14, DNA de
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microorganismos n&o relacionados, como E. coli e M. bovis e DNA
humano e bovino foram utilizados com esses iniciadores usando as
condigdes padronizadas da PCR e foi possivel observar que ndo houve
nenhuma amplificagdo para cada amostra de DNA analisada(Figura 9).

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 6 - Gel de poliacrilamida 6% corado pela prata de produtos da PCR com iniciadores
Lep13/Lep14 obtidos a partir das condigdes padronizadas. Canaleta 1, marcador de peso
molecular 100 bp; canaleta 2, controle negativo; canaleta 3, L. szwajizak; canaleta 4, L.
mini; canaleta 5, L. hardjo (OMS); canaleta 6, L. hardjo (CTG); canaleta 7, L. pomona,
canaleta 8, L. bratislava; canaleta 9, L. tarassovi.




Figura 7 - Gel de poliacrilamida 6% corado pela prata de produtes da PCR com iniciadores
Lep13/Lep14 obtidos a partir de DNA extraido com proteinase de planta (E6870). Canaleta
1, marcador de peso molecular 100 bp; canaleta 2, controle negativo; canaleta 3, L.
bratislava extraida com proteinase K; canaleta 4, L. szwajizak, canaleta 5, L. mini; canaleta
6, L. hardjo (OMS); canaleta 7, L. hardjo (CTG).

1 2 3 4 5 6 7

849 bp

Figura 8 - Gel de poliacrilamida 6% corado pela prata com produtos da PCR com
iniciadores Lep13/Lep14 obtidos a partir de extragdo de DNA pelo método de aquecimento.
Canaleta 1, marcador de peso molecular 100 bp; canaleta 2, controle negativo; canaleta 3,

L. mini; canaleta 4, L. bratislava; canaleta 5, L. hardjo (OMS); canaleta 6, L. szwajizak;
canaleta 7, L. pomona.
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849 bp
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Figura © - Gel de poliacrilamida 6% corado pela prata com produtos da PCR com
iniciadores Lep13/Lep14 obtidos a partir de DNA de microorganismos néo relacionados
com Leptospira sp. Canaleta 1, padrdo de peso molecular 100 bp; canaleta 2, controle
negativo; canaleta 3, L. farassovi, canaleta 4, E. coli; canaleta 5, M. bovis; canaleta 6, DNA
humano; canaleta 7, DNA bovino.

Para a realizagdo da RAPD-PCR utilizando os iniciadores B11/B12,
foram testadas amostras de DNA de cada sorovariedade de leptospira
utilizada neste estudo. Foi possivel observar que cada sorovariedade
utilizada produziu um Unico perfil de bandas (Figura 10). O experimento
foi repetido e manteve a reprodutibilidade. DNA de E. coli e M. bovis e
DNA humano e bovino também foram testados e ndo houve nenhuma
amplificagdo (Figura 11).




Figura 10 - Gel de poliacrilamida 6% corado pela prata com produtos da RAPD-PCR
obtidos a partir de algumas sorovariedades de leptospira, Canaleta 1, padrdo de peso
molecular 100 bp; canaleta 2, controle negativo; canaleta 3, L. szwajizak, canaleta 4, L.
mini, canaleta 5, L. hardjo (OMS); canaleta 6, L. hardjo (CTG); canaleta 7, L. bratislava.
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Foi feita andlise das diferengcas entre algumas sorovariedades
produzidas pela RAPD-PCR com o0s iniciadores B11/B12 por
densitometria de transmisséo a 563 nm . No grafico | pode ser observado

as diferencas no perfil de bandas da L. mini (em vermelho) e L. szwajizak
(em preto).
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O perfil de bandas da L. hardjo/Hardjoprajitno (CTG) e L.
hardjo/Hardjoprajitno (OMS) também foi analisado densitometricamente
e o resultado esta apresentado no gréfico 2.
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Grafico 2 — Densitometria comparativa entre L. hardjo/ Hardjoprajitno (OMS) e L. hardjo/
Hardjoprajitno (CTG). L. hardjo/ Hardjoprajitno (OMS) esté apresentada em azul e L. hardjo/
Hardjoprajitno (CTG) esta apresentada em rosa.




Figura 11 - Gel de poliacrilamida 6% corado pela prata com produtos da RAPD-PCR
obtidos a partir de DNA de microorganismos ndo relacionados com Leptospira sp.
Canaleta 1, padrdo de peso molecular 100 bp; canaleta 2, urina; canaleta 3, L. bratislava; i
canaleta 4, L. tarassovi; canaleta 5, E. coli; canaleta 8, M. bovis; canaleta 7, DNA bovino;

canaleta 8, DNA humano.

Na segunda etapa, foi extraido o DNA proveniente das leptospiras
adicionadas em urina de bovinos nas diluigdes de 10" a 10" céls/mL. O
par de iniciadores Lep13/Lep 14 foi utilizado para a realizagdo da PCR,
nas condi¢des padronizadas, frente as leptospiras nas diluicdes 10 a
10" céls/mL adicionadas na urina, resultando em amplificagdo nas
diluigdes de 10" a 10° céls/mL (Figura 12).

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 guop,

«—

Figura 12 - Gel de poliacrilamida 6% corado pela prata com produtos da PCR com
iniciadores Lep13/Lep14 obtidos a partir de diluigées de 10" a 10' leptospiras por mL de
urina. Canaleta 1, marcador de peso molecular 100 bp; canaleta 2, controle negativo;
canaleta 3, 10 céls/mL de urina; canaleta 4, 10° céls/imL; canaleta 5, 10° céls/mL: canaleta
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6, 10’ céls/mL; canaleta 7, 10° céls/mL; canaleta 8, 10° céls/mL; canaleta 9, 10° céls/mL;
canaleta 10, 10° céls/mL; canaleta 11, 10° céls/mL: canaleta 12, 10" céls/ mL.

O par de iniciadores B11/B12 foi utilizado para a realizacdo da RAPD-
PCR frente as leptospiras nas diluigdes 10°a 10" céls/mL adicionadas na
urina, resultando em amplificagéo nas diluigdes 10° a 10° céls/mL (Figura
13).

1 2 3 4 5 6 7 8

200 bp

Figura 13 - Gel de poliacrilamida 6% corado pela prata com produtes da RAPD-PCR
obtidos a partir de diluigGes de 10° a 10° leptospiras por mL de urina. Canaleta 1, marcador
de peso molecular 100 bp; canaleta 2, controle negativo; canaleta 3, 10° céls/mL de urina;
canaletad, 10° céls/mL; canaleta 5, 107 céls/mL; canaleta 6, 10° céls/mL; canaleta 7, 10°
céls/mL; canaleta 8, 10" céls/mL.

A confirmagéo da identidade da sequéncia amplificada proveniente de
Leptospira sorovariedade hardjo/Hardjoprajitno (CTG) foi realizada por
hibridizag&o utilizando a técnica de “Southern Blot” com sonda radioativa
marcada com P* y ATP como pode ser observado na Figura 14. Foi
possivel detectar até 2x10’ pg de DNA de leptospira e utilizando gel de
agarose 1% foi possivel detectar até 2x10° pg de DNA.
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Figura 14 - Detecgédo de quantidades decrescentes de DNA de L. hardjo (CTG) pela PCR
utilizando iniciadores Lep13/Lep14 (A) e pela técnica de “Southern Blot” (B). Canaleta 1,
padréo de peso molecular 100 bp; canaleta 2, controle negativo; canaleta 3, 2x10%pg de
DNA; canaleta 4, 2x10°pg de DNA; canaleta 5, 2x10°pg de DNA; canaleta 6, 2x10'pg de
DNA; canaleta 7, 2x10°gg de DNA; canaleta 8, 2x10"pg de DNA; canaleta 9, 2x10’2pg de
DNA; canaleta 10, 2x10°pg de DNA; canaleta 11, 2x10pg de DNA.
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A técnica de “Dot Blot" também foi utilizada onde foi possivel detectar
2x10" pg, 2x10° pg e 2x10% pg de DNA (Figura 15).

Figura 15 - “Dot Blot" utilizando produtos da PCR com quantidades decrescentes de DNA
de L. hardjo gendtipo Hardjoprajitno (CTG)
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5. DISCUSSAO

A leptospirose bovina poderia, teoricamente, ser causada por qualquer
sorovanedade, mas o papel da hardjo como a principal sorovariedade
patogénica para bovinos € aceito universalmente (Ellis et al., 1994).

Os meétodos laboratoriais que usualmente sdo utilizados para o
diagnostico de leptospirose possuem desvantagens, pois possuem
pouca sensibilidade, serem laboriosos e produzirem resultados
demorados.  Métodos de  microscopia direta, técnica de
imunofluorescéncia direta ou indireta e coloracdo de tecidos pela prata
nao constituem procedimentos rotineiros e possuem pouca sensibilidade.
A determinagao exata da infecg@o por Leptospira sp € feita pela cultura e
isolamento do agente, mas & um método bastante dificil, laborioso,
susceptivel a contaminagdes e leva meses para obtengédo de resultados
conclusivos (Pacciarini et al., 1993). Além disso, a identificagdo dos
isolados €& usualmente testada em laboratérios de referéncia. Até o
momento, somente as sorovariedades icterohaemorrhagiae, wolffi (Santa
Rosa et al., 1969/1970), guaicurus, goiano (Santa Rosa et al., 1980),
pomona (Freitas et al., 1957), hardjo e mini (Moreira, 1994) foram
isoladas de bovinos no Brasil. Os meétodos sorologicos utilizados
possuem subjetividade na interpretagdo dos resultados e, além disso,
nao refletem necessariamente o estado de carreador e eliminador de
leptospiras pelos animais com infecgdo cronica. Uma importante
desvantagem dos metodos sorologicos no diagnodstico de leptospiroses
em bovinos é a incapacidade de distingdo entre os dois gendtipos da
sorovariedade hardjo (Leornard, 1995). O Teste de Aglutinagdo
Microscopica (MAT) € o método sorolégico de referéncia utilizado para a
identificacdo da sorovariedade presente em determinada propriedade.
Esse método, entretanto, é trabalhoso por exigir manutencao de baterias
de sorovariedades em meios de cultura liquidos, que sao repicados
semanalmente para serem utilizados como antigenos vivos na reagdo e
nao & muito sensivel.

A Reacgdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é um método de sintese
enzimatica in vitro de seqiiéncias especificas de DNA, através do uso de
dois oligonucleotideos iniciadores que hibridizam com fitas opostas do
DNA e flanqueiam uma regiao especifica.

A PCR e suas variagdes tém sido utilizada largamente no diagnostico de
doencas infecciosas, pois sdo técnicas rapidas, com alto grau de
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especificidade e sensibilidade. A PCR tem sido utilizada na tentativa de
solucionar a necessidade de técnicas que oferecam maior confiabilidade,
sensibilidade, especificidade e rapidez na detecgdo de Leptospira sp.
Tem sido largamente utilizada para deteccdo de Leptospira sp em
amostras de urina (Van Eys et al., 1989; Gerritsen et al., 1991; Mérien et
al.,1992; Bal et al., 1994; Brown et al., 1995), soro (Meérien et al., 1992;
Gravekamp et al. 1993; Brown et al., 1995), liquido céfalo-raquidiano
(Merien et al., 1992; Romero et al. 1998) e sémen (Masri et al., 1997).

Para determinar a eficiéncia da extragao para a PCR com iniciadores
Lep13/Lep14 e da RAPD-PCR utilizando os iniciadores B11/B12 foram
comparados trés métodos de extracdo de DNA de Leptospira sp. Os
resultados obtidos mostraram que os meétodos que utilizaram proteinase
de planta (E6870) e proteinase K foram eficientes e ndo houve
interferéncia na amplificagcdo do DNA de Leptospira sp durante a PCR. A
utilizagdo do método de extracdo de DNA a partir de aquecimento que
provoca lise celular expondo o DNA, foi eficiente na amplificacdo pelo
PCR utilizando iniciadores Lep13/Lep14 de apenas duas das cinco
sorovariedades testadas. Van Eys et al. (1989) utilizaram o método de
aquecimento para extragdo de DNA de L. hardjo genétipo Hardjobovis e
observaram que os resultados foram satisfatérios para a realizacdo da
PCR. Corney et al. (1994), utilizando o mesmo método para extragdo de
DNA das sorovariedades pomona, balcanica, hardjo genétipo
Hardjobovis e Hardjoprajitno, obtiveram resultados positivos apds a
realizacdo da RAPD-PCR, mas foi observado que algumas bandas
demonstraram diferencas em intensidade e utilizando outro método de
extragdo foi obtido produtos de peso molecular mais alto. Com os
experimentos utilizando proteinase de origem vegetal (Salas et al., 1997),
foi possivel observar que essa proteinase pode substituir a proteinase K
(Sigma) na rotina e ainda possui a vantagem de nao ter sua atividade
comprometida na presenca do EDTA (Genelhu et al, 1998). Foi possivel
observar que ha diferenca entre as sorovariedades testadas na
eficiéncia da extragdo do DNA pelo método de aquecimento e que
algumas sorovariedades, permitem, com maior facilidade, a exposigéo do
DNA. Fato semelhante foi observado quando Mohran et al. (1998)
utilizaram esse método na extragdo de DNA de Campylobacter sp onde
algumas amostras utilizadas nao produziram amplificagdo apos a PCR,
pois falharam em expor o DNA intacto apés a utilizagdo do método de
aguecimento permitindo somente a passagem de moléculas menores
como proteinas que adquirem conformagao mais compacta e RNA.

A PCR, utilizando os iniciadores Lep13/Lep14, permitiu a amplificacédo de
fragmento de 849 bp a partir de DNA extraido com proteinase K (A) de
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todas as sorovariedades testadas (Quadro ). O fragmento amplificado
faz parte de um gene conservado dentro de género Leptospira
(Woodward et al. 1991). DNA proveniente de outras bactérias como M.
bovis e E. coli e DNA humano e bovino ndo produziram amplificagao,
demonstrando que o par de iniciadores utilizado ndo possui homologia
com o DNA destas amostras testadas que podem estar presentes no
material analisado. Esse fato demonstra a especificidade da PCR com
iniciadores Lep13/Lep14 na deteccdo de Leptospira sp. As técnicas de
hibridizagdo foram utilizadas com o objetivo de determinar a
sensibilidade de detecgédo de Leptospira sp e confirmar a identidade do
produto de PCR. Apesar da técnica de “Dot Blot™ ndo mostrar o tamanho
do produto amplificado pode fornecer informagtes da presenga e da
guantidade de material de uma sequéncia em particular. Foi possivel
observar que a técnica de “Southern Blot” utilizando oligonucleotideo
marcado radioativamente, foi mais sensivel, pois foi possivel detectar
até 2x10" pg de DNA de L. hardjo (CTG). Entretanto com a técnica de
‘Dot Blot", assim como a PCR utilizando iniciadores Lep13/Lep14, foi
possivel detectar até 2x10° pg de DNA de Leptospira sp. Esses
resultados mostraram menor sensibilidade da técnica de “Dot Blot”
guando comparados com os resultados de Mérien et al. (1992) e Savio et
al. (1994) que detectaram até 107 pg de L. intemogans e L.
hardjo/Hardjobovis, respectivamente. Entretanto, foi possivel observar
gue, neste estudo, as técnicas de PCR e “Dot Blot” possuem a mesma
sensibilidade e também possuem uma sensibilidade muito semelhante a
técnica de “Southern Blot™. Com isso, € possivel observar a sensibilidade
da PCR na detecgdo de leptospiras sem a necessidade de estrutura
laboratorial complexa que exigem as técnicas de “Dot Blot” e “Southemn
Blot" e a utilizagdo de material radioativo que tormam-se incompativel
com a realidade dos laboratérios de rotina.

A sensibilidade da PCR utilizando os iniciadores Lep13/ Lep14 foi
verificada em amostras de Leptospira sp pertencentes a sorovariedade
hardjo genotipo Hardjoprajitno (CTG) adicionadas na urina através de
diluigbes decrescentes que variaram de 10'° a 10" céls/mL de urina. A
sensibilidade encontrada foi murto alta ja que foi possivel detectar
amplificagao utilizando a diluigao 10° céls/mL. Entretanto, a sensibilidade
obtida foi inferior a encontrada por Bal et al. (1994) que conseguiram
detectar aproximadamente 1 cel/mL utilizando a PCR associada com
hibridizagdo para aumentar a sensibilidade da reagdo. Apesar de ser a
menor quantidade de leptospira detectada pelo PCR associada a técnica
de hibridizagdo descrita até hoje, a metodologia de hibridizagdo ainda €
complexa e menos acessivel aos laboratorios de diagnéstico de rotina.
Sendo assim, o resultado da PCR utilizando os iniciadores Lep13/Lep14
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se mostrou Gtil na detecgdo de leptospiras eliminadas na urina pelos
bovinos que, com infecgdes crénicas, podem eliminar na ordem de 10°
ou mais leptospiras por mililitro de urina (Marshall, 1996). Bovinos que
eliminam leptospiras pela urina tomam-se principal fonte de
contaminagdo para outros individuos e para o ambiente. No caso
especifico da sorovariedade hardjo, Ellis (1994) considera que a
transmissdo direta de bovino para bovino é o mecanismo mais
importante para sua manutengdo no plantel. Com isso, a PCR se toma
uma técnica de grande importancia para a detec¢do de leptospiras na
urina tornando possivel um controle mais adequado da doenga no
plantel.

A identificagcdo e a caracterizagdo da sorovariedade de Leptospira sp
presente no rebanho sdo de grande importancia epidemiologica, pois
sorovariedades diferentes causam quadros clinicos e tém reservatorios
animais diferentes. Além do mais, possibilitam tomar corretas medidas
de controle, pois a utilizagdo de vacinas com a sorovariedade presente
em determinada propriedade possibilitara uma resposta imunologica
mais especifica.

Para tal, foi aplicada a técnica de RAPD-PCR que tem sido utilizada
constantemente na tentativa de diferenciagdo de diversas
sorovariedades de Leptospira sp. Essa técnica consiste, basicamente, na
utiizagdo de iniciadores aleatorios associada com uma baixa
temperatura de anelamento que resulta, ndo somente de uma
amplificagdo de uma seqiiéncia especifica, mas de um conjunto de
produtos formados pela ligagdo dos iniciadores em regides do genoma,
onde o emparelhamento ndo é completo. A presenga ou auséncia de
bandas € possivelmente determinada tanto por um polimorfismo no
tamanho da seqiiéncia localizada entre os dois sitios de ligagdo dos
iniciadores como por polimorfismo na seqiiéncia de nucleotideos no sitio
de ligagdo dos mesmos. Com este método sdo obtidas impressées
digitais de genomas.

Os resultados da analise da eficiéncia da RAPD-PCR, utilizando os
iniciadores B11/B12, na identificagao e diferenciacdo de sorovariedades
de Lepfospira sp foram analisados. Os resultados obtidos mostraram que
as sete sorovariedades testadas possuem um padrdo de bandas
diferenciado e cada sorovariedade possui um perfil de bandas
caracteristico e foram semelhantes a resultados anteriores, que
utilizaram a mesma técnica com o mesmo par de iniciadores (Gerritsen
et al. 1995 e Ramadass et al. 1997). Utilizando os géis de poliacrilamida
corados pela prata, que sdo mais indicados por sua maior sensibilidade e
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poder de resolugdo em uma faixa especifica, foi encontrado que os
produtos de amplificagdo do DNA das sorovariedades testadas
aparecem, principalmente, no intervalo de 100 a 1000 bp. A utilizagao
desta técnica confirna os resultados de Corney et al. (1993) que
encontraram um Unico perfil de bandas para cada sorovariedade
analisada quando utilizaram a técnica de RAPD-PCR. Com os resultados
obtidos utilizando esta técnica, pode ser observado que amostras
pertencentes ao genotipo Hardjoprajitno, mas provenientes de
laboratorios diferentes, possuem algumas diferengas no padrdo de
bandas apos serem submetidas a eletroforese (Figura 10, canaletas 5 e
6), pois na altura de aproximadamente 150 bp ha auséncia de uma
banda na sorovariedade hardjo (CTG) comparando com o perfil da
sorovariedade hardjo (OMS). Isso demonstra que pode ocorrer
heterogeneidade entre genétipos isolados de diferentes areas
geograficas. Amostras de DNA de E. coli e M. bovis e DNA humano e
bovino também foram testados com esta técnica e com este par de
iniciadores e ndo houve amplificacdo nas condigdes utilizadas, o que
confirma a especificidade dos iniciadores.

A sensibilidade da RAPD-PCR, utilizando os iniciadores B11/B12, foi
testada em amostras de Leptospira sp pertencentes & sorovariedade
hardjo genétipo Hardjoprajitno (CTG) adicionadas na urina através de
diluigbes decrescentes que variaram de 10° a 10" céls/mL de urina. A
sensibilidade encontrada foi satisfatoria, j& que foi possivel detectar
amplificagdo até a diluigho 10" céls/mL, apesar da diminuicdo da
intensidade de algumas bandas. Esse resultado € de grande
importancia, pois possibilita detectar um limite de leptospiras bem inferior
a média eliminada na urina por animais com infecgdo cronica que séo a
principal fonte de contaminagdo para outros animais. Além disso, estes
resultados demonstram a possibilidade da aplicagdo da RAPD-PCR para
uma rapida identificacdo de leptospiras.

Este estudo mostra a contribuicdo, aos metodos de diagndstico
tradicionais, da PCR utilizando iniciadores Lep13/Lep14 na detecgao de
Leptospira e da RAPD-PCR utilizando iniciadores B11/B12 como um
metodo rapido e sensivel para a identificagdo, caracterizagdo e
diferenciagao de sorovariedades de Leptospira.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem as seguintes conclusées:

-Os métodos de extragdo empregando-se proteinase K e proteinase de
planta (E6870) sao eficientes na extracdo de DNA de Lepfospira sp para
amplificagao por PCR.

-A PCR utilizando os iniciadores Lep13/Lep14 é eficiente na detecgdo
das sorovariedades L. hardjo genotipo Hardjoprajitno (OMS), L. hardjo
gendtipo Hardjoprajitno (CTG), L. mini, L. swajizak, L. tarassovi, L.
bratislava e L. pomona.

-A PCR utilizando os iniciadores Lep13/Lep14 é eficiente na deteccdo de
até 10° leptospiras por mililitro de urina utilizando L. hardjo genotipo
Hardjoprajitno (CTG).

-RAPD-PCR utilizando os iniciadores B11/B12 produzem perfis de
bandas diferenciados que permitem a identificagdo e caracterizacio das
sorovariedades L. hardjo genotipo Hardjoprajitno (OMS), L. hardjo
genoétipo Hardjoprajitno (CTG), L. mini, L. szwajizak, L. tarassovi, L.
bratislava e L. pomona.

-RAPD-PCR utilizando os iniciadores B11/B12 € eficiente na detecgéo de
até 10” leptospiras por mililitro de urina.
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7. SUMMARY

Leptospirosis is a disease economically important because it is one of the
main infectious diseases that affect many animal species. In order to
detect Leptospira sp by PCR analysis using the pair of primers
Lep13/Lep14, three DNA extraction methods were used. All seven strains
treated with proteinase K were PCR positive. All four strains treated with
plant proteinase (E6870) were PCR positive. Only two strains were PCR
positive when DNA from five strains were extracted by heating.
Sequential dilutions of L. hardjo/Hardjoprajitno (CTG) in urine were
supjected to PCR with primers Lep13/Lep14 and its detection limit was
10°cells/mL. RAPD-PCR with primers B11/B12 was used to differentiate
between bratislava, tarassovi, pomona, szwajizak, hardjo/Hardjoprajitno
(OMS), hardjo/Hardjoprajitno (CTG) and mini serovars and as well as to
characterize sequential dilutions of L. hardjo/Hardjoprajitno (CTG) in
urine. The first produced different and characteristic band patterns for
each strain tested. In the last, the detection limit was 10°cells/mL. These
results show that PCR can be used in detection of Leptospira sp in urine
and that RAPD-PCR can be used in identification, characterization and
differentiation of serovars.

Key words: Leptospira, DNA extraction, PCR, RAPD-PCR, urine.
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