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Resumo 

  
 
SEIXAS NETO, Amilton Clair Pinto. Isolamento de leptospiras em bovinos 
abatidos em frigoríficos de Pelotas/RS. 2012. 39f. Dissertação (Mestrado) - 
Programa de Pós-Graduação em Veterinária. Universidade Federal de Pelotas, 
Pelotas.  
  
  
A leptospirose é causada por uma variedade de sorovares leptospirais os quais são 
distribuídos amplamente no mundo. A leptospirose bovina possui importância 
econômica nos países envolvidos na produção leiteira e de carne, devido as perdas 
na produção de leite e no peso dos animais acometidos. Além disso, infecções 
inaparentes em rebanhos representam um problema sério para o reconhecimento e 
disseminação da enfermidade. A leptospirose bovina não é somente um problema 
econômico, mas também um fator de risco para veterinários, trabalhadores rurais e 
magarefes. Vacinas disponíveis para a leptospirose bovina são preparações de 
células inteiras inativadas que protegem contra os sorovares presentes, tornando as 
vacinas importadas insatisfatórias para o controle da enfermidade em rebanhos 
brasileiros. Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi isolar leptospiras de 
bovinos abatidos em frigoríficos de Pelotas, Brasil. Rins bovinos foram obtidos de 
250 animais de três frigoríficos de Pelotas. Cada rim foi transportado ao laboratório 
em tubos individuais e processados para o isolamento até duas horas após o abate. 
Culturas foram incubadas a 30°C e examinadas semanalmente através de 
microscopia de campo escuro para a detecção da presença de leptospiras. Para 
determinar se os isolados eram virulentos para animais de laboratório, grupos de 
dois hamsters com 28 dias de idade foram inoculados através da via intraperitonial 
com 108 leptospiras de cada uma dos isolados. Para a caracterização definitiva dos 
novos isolados, culturas bacterianas e DNA foram enviados para a Fundação 
Oswaldo Cruz para a realização de sorogrupagem e sequenciamento de DNA. Três 
(1,2%) cepas foram isoladas dos rins de três bovinos machos adultos dos municípios 
do Capão do Leão (n=1) e Pedro Osório (n=2). Os novos isolados receberam o 
nome de BOV3, BOV14 e BOV15. O teste de virulência usando hamsters jovens 
mostrou que duas cepas (BOV3 e BOV15) foram capazes de reproduzir os principais 
achados clínicos e patológicos da leptospirose experimental. Nenhum animal 
infectado com BOV14 demonstrou sinais clínicos da enfermidade. Assim, este 
estudo relata o isolamento e a caracterização preliminar da virulência de três cepas 
de Leptospira de bovinos. Estes resultados demonstram o risco para a leptospirose 
em fazendas, abatedouros no sul do Brasil, para a transmissão a outras espécies 
animais e humanos. Técnicas adicionais estão sendo empregadas para a 
classificação definitiva dos novos isolados. 
 

Palavras-chave: Leptospirose. Abatedouros. Diagnóstico. Risco Ocupacional. VNTR 



 

 

 

 

Abstract 
  
  
SEIXAS NETO, Amilton Clair Pinto. Isolamento de leptospiras em bovinos 
abatidos em frigoríficos de Pelotas/RS. 2012. 39f. Dissertação (Mestrado) - 
Programa de Pós-Graduação em Veterinária. Universidade Federal de Pelotas, 
Pelotas.  
  
  
Leptospirosis is caused by a variety of leptospiral serovars which are distributed 
worldwide. Bovine leptospirosis has economic importance to countries involved on 
dairy and beef raising, due the losses in milk yield of affected cows and in weight 
among beef cattle. In addition, inapparent infection in herds presents a serious 
problem in the recognition and spread of infection. Bovine leptospirosis is not only a 
financial hazard in endemic herds, but also an occupational risk factor for 
veterinarians, rural workers, and slaughterhouse employees. Furthermore, available 
vaccines for bovine leptospirosis are killed whole-cell preparations that protect 
against the serovars present, making imported vaccines unsatisfactory for the control 
of the disease in Brazilian herds. In this light, the present study´s objective was to 
obtain new isolates of leptospires from cattle slaughtered in abattoirs of the city of 
Pelotas, Brazil. Bovine kidneys were obtained from 250 animals at three abattoirs of 
the city of Pelotas. Each kidney was transported to the laboratory in individual tubes 
and processed for isolation within two hours after slaughter. Cultures were incubated 
at 30°C and examined weekly for ten weeks by darkfield microscopy to detect the 
presence of leptospires. In order to determine if the isolates would produce infection 
in laboratory animals, groups of two 28-day-old hamsters were inoculated 
intraperitoneally with 108 leptospires of each isolate. To definitely characterize the 
new isolates, bacterial culture and DNA were sent to Fundação Oswaldo Cruz for 
serogrouping and DNA sequencing. A total of three (1.2%) strains were isolated from 
the kidney tissue of adult male bovines from the Capão do Leão (n=1) and Pedro 
Osório (n=2) municipalities. The new strains were named BOV3, BOV14, and 
BOV15. The virulence test using young hamsters showed that the two strains (BOV3 
and BOV15) were capable of reproducing the main clinical and pathological findings 
of experimental leptospirosis in hamsters. None of the animals demonstrated clinical 
signs of infection when infected with BOV14. This study reports the isolation of three 
strains of Leptospira from cattle and their preliminary virulence characterization. These 
results are demonstrating the risk of leptospirosis in farms and slaughterhouses in 
Southern Brazil, transmission to other livestock species, and exposure to humans. 
Additional tests are being employed for the classification of new isolates. 
 
Keywords: Leptospirosis. Slaughterhouse. Diagnosis. Occupational Risk. VNTR 
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1 Introdução 

 

A leptospirose é uma zoonose de distribuição global (BARTHI et al., 2003). A 

doença é causada por bactérias patogênicas do gênero Leptospira, as quais são 

disseminadas no ambiente através da urina contaminada de animais infectados 

(MONAHAN; CALLANAN; NALLY, 2009). A ampla variedade de manifestações 

clínicas e a ausência de um teste rápido para o diagnóstico laboratorial da doença 

aguda contribuem para que a leptospirose seja reconhecida como uma enfermidade 

negligenciada (HARTSKEERL; COLLARES-PEREIRA; ELLIS, 2011).  

Leptospiras são bactérias aeróbicas obrigatórias com crescimento ótimo 

entre 28 e 30°C. O nome Leptospira é derivado da composição da palavra Grega 

Leptos, que significa fina e da palavra spira em Latin, que significa espiral, o que 

descreve perfeitamente a morfologia da espécie (DELLAGOSTIN et al., 2011). In 

vitro, as leptospiras possuem um crescimento relativamente lento, as quais 

requerem um meio de cultura suplementado com ácidos graxos de cadeia longa, os 

quais são a principal fonte de carbonos e energia, vitaminas B1 e B12, e sais de 

amônio (EVANGELISTA; COBURN, 2010). O meio de cultura artificial mais difundido 

e utilizado amplamente é o meio comercial Ellinghausen–McCullough modificado por 

Johnson–Harris (EMJH), o qual pode ser suplementado com ácido oléico, albumina 

sérica bovina (BSA), polisorbato (Tween) e soro descomplementado de animais 

(FAINE et al., 1999).  

Desde as últimas décadas, a leptospirose humana vem sendo considerada 

uma enfermidade emergente, re-emergente ou re-descoberta, devido aos 

numerosos surtos que ocorreram em vários países no mundo (LEVETT, 1999; 

(HARTSKEERL; COLLARES-PEREIRA; ELLIS, 2011). Atualmente, a leptospirose 

alcança o elevado número de 500.000 casos por ano em nível mundial, com uma 

letalidade de 10% nos casos graves (KO; GOARANT; PICARDEAU, 2009). No 

Brasil, mais de 12.000 casos da leptospirose humana são notificados anualmente, 
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principalmente durante as epidemias nas grandes cidades do país, acarretando um 

custo consideravelmente elevado para o sistema de saúde com as internações e os 

tratamentos (GOUVEIA et al., 2008).  

A leptospirose animal no Brasil não é uma doença de notificação 

compulsória. Por esse motivo, a enfermidade não é submetida a um controle 

organizado por órgãos e entidades públicas ou privadas de sanidade animal, 

dificultando o verdadeiro conhecimento da extensão das infecções por Leptospira em 

qualquer região do país (ARAÚJO et al., 2005). Assim, dados oficiais referentes à 

ocorrência da leptospirose em bovinos no Brasil ainda são pouco disponíveis.  

A leptospirose bovina resulta em graves prejuízos para os produtores rurais, 

e conseqüentemente, para a economia dos países acometidos. A doença que 

normalmente manifesta-se na forma crônica assintomática, apresenta elevados 

índices de abortos e animais natimortos, infertilidade de machos e fêmeas, e a 

redução na produção de leite (ELLIS, 1994). Além do importante impacto 

econômico, a doença nos bovinos é considerada como um fator de risco ocupacional 

para veterinários (KINGSCOTE, 1995, 1986; PRESCOTT et al., 1992; LEVETT, 

2001), magarefes (PRESCOTT et al., 1992; TERRY; TRENT; BARTLETT, 2000; 

GONÇALVES et al., 2006; DORJEE et al., 2011) e produtores rurais (FAINE et al., 

1999; LEVETT, 2001). 

No final da década de 50, surgiram os primeiros trabalhos sobre a 

leptospirose bovina no Brasil, com a identificação da infecção pelo sorovar Pomona 

em um feto bovino (FREITAS, 1957). Este fato despertou grande interesse por parte 

de pesquisadores brasileiros, e a pesquisa de anticorpos anti-Leptospira em rebanhos 

bovinos e o isolamento do agente passaram a ser realizados com maior interesse no 

Brasil (LILENBAUM, 1996). Embora os inúmeros trabalhos disponíveis publicados 

apresentem delineamentos experimentais, taxas de prevalência e incidência, 

períodos de execução e amostragem variáveis, todos convergem para que a 

leptospirose bovina no Brasil seja considerada uma enfermidade endêmica (tab.1). 

As prevalências da leptospirose em bovinos, que estão citadas na tab.1, 

foram obtidas pela utilização do teste de soroaglutinação microscópica (MAT), o qual 

é o teste padrão-ouro para o diagnóstico sorológico da leptospirose (WHO, 2003). 

Apesar de apresentar uma elevada sensibilidade e especificidade, o MAT é 

dependente do painel de antígenos empregado e dos critérios adotados para a 

interpretação dos exames (ADLER; de la PEÑA MOCTEZUMA, 2010). Além disso, 
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para a obtenção do máximo de confiabilidade e padronização do MAT, os 

laboratórios credenciados para sua execução são encorajados a solicitar 

periodicamente um painel de cepas aos laboratórios de referência nacionais e 

realizarem o teste internacional de proficiência, que é o controle de qualidade 

internacional do teste, o qual é organizado pela Sociedade Internacional de 

Leptospirose (ILS) (CHAPPEL et al., 2004; HARTSKEERL, 2005). 

 

Tabela 1 – Principais estudos brasileiros sobre a prevalência de anticorpos anti-
Leptospira em rebanhos bovinos, segundo o Estado, o ano e o tamanho 
da amostra 

Estado 
Brasileiro 

Ano de 
execução 

Amostra 
(n) 

Prevalência 
(%) 

Referência 

RJ 
1995 405 68,4 LILENBAUM; SANTOS, 1995 

2003 379 46,9 LILENBAUM; SOUZA, 2003 

SP 

1974 a 1980 644 27,2 GIORGI et al., 1981 

1996 a 1997 2.761 45,6 LANGONI et al., 2000 

1999 951 78,8 MELO, 1999 

MG 
1979 2.702 27,8 MOREIRA et al., 1979 

1980 a 2002 39.012 32,4 ARAÚJO et al., 2005 

RS 

1977 184 42,6 OLIVEIRA, 1977 

1985 1.000 49,8 ABUCHAIM et al., 1985 

1995 3.265 41,5 BROD et al., 1994 

PR 1995 a 1997 1.253 13,3 RODRIGUES et al., 2007 

BA 
1997 a 1999 109 89,0 VIEGAS et al., 2001 

1990 a 1993 1.410 83,8 CALDAS, 1993 

PI 2000 a 2001 1.975 52,9 MINEIRO et al., 2007 

MT 1980 670 74,5 MADRUGA et al., 1980 

MS 1999 321 78,2 RIBEIRO et al., 1999 

GO 2006 140 74,2 CAMPOS JR et al., 2006 

AM 2001 2.109 52,8 AGUIAR et al., 2006 

(*) 1960 a 1968 15.080 23,6 SANTA ROSA et al.,1969 

(*) 1997 2.761 61,0 VASCONCELLOS et al., 1997 

(**) 1984 a 1997 31.325 52,8 a 0,1 FAVERO et al., 2001 

Legenda: (*) 6 Estados brasileiros; (**) 21 Estados brasileiros. 

Fonte: Compilado de vários autores.  

 

Até a década de 70 no Brasil, a maioria dos estudos sorológicos realizados 

utilizaram painéis que não continham o sorovar Hardjo, e em virtude disso, os 

sorovares Pomona, Wolffi e Serjoe eram os mais prevalentes (LILENBAUM, 1996). A 

partir da década de 80, com a inclusão do sorovar Hardjo nas baterias brasileiras 

para o MAT, novos trabalhos foram realizados para melhor compreensão 
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epidemiológica deste sorovar nos rebanhos bovinos brasileiros. Assim, o sorovar 

Hardjo passou a ser detectado como o mais prevalente em bovinos não somente na 

América do Norte, na Europa e na Oceania, mas também na América do Sul e no 

Brasil (LILENBAUM, 1996; BOLIN, 1999). 

Em 1993, em Minas Gerais, ocorreu o primeiro e único isolamento descrito 

até hoje do sorovar Hardjo no Brasil (MOREIRA, 1994). Desde então, a cepa Norma 

vem sendo utilizada em estudos sorológicos no Brasil, detectando um maior número 

de animais positivos em comparação com a cepa padrão. As diferenças entre as 

cepas Norma e Hardjoprajitino (cepa de referência) foram observadas com maior ou 

menor intensidade em populações de bovinos e ovinos em outros Estados do Brasil 

(MOREIRA, 1994; HERMANN et al., 2004; ARAÚJO et al., 2005; LAGE et al., 2007). 

Sendo assim, o isolamento e a utilização de cepas locais no MAT são 

imprescindíveis para o aumento da sensibilidade e da especificidade do teste, já que 

a maioria das cepas que compõem o painel da OMS são oriundas de países com 

clima e fauna muito distintas do Brasil (WHO, 2003).   

A transmissão da leptospirose requer uma circulação contínua do patógeno 

entre os hospedeiros reservatórios ou também denominados de hospedeiros de 

manutenção, os quais alguns sorovares leptospirais demonstram específica, mas 

não inteiramente exclusiva preferência (tab.2). Dessa forma, os bovinos são 

considerados hospedeiros de manutenção dos sorovares Hardjo e Pomona (BHARTI 

et al., 2003). Entretanto, eles podem ser infectados também com uma ampla 

variedade de sorovares, os quais são comumente identificados nas outras espécies 

animais do ecossistema local onde vivem, onde neste caso, os bovinos são 

considerados como hospedeiros acidentais (FAINE et al., 1999; KO; GOARANT; 

PICARDEAU, 2009). Nas infecções em que os bovinos são hospedeiros de 

manutenção, elas são caracterizadas por uma alta incidência de infecções 

subclínicas com a ocorrência de infertilidade e falhas reprodutivas. Por outro lado, 

nas infecções acidentais, principalmente com os sorovares Grippotyphosa e 

Icterohaemorrhagiae, ocorre uma maior frequência da doença aguda e severa 

(FAINE et al., 1999). 

Até o final da década de 80, os isolados de Leptospira eram classificados 

apenas através de provas sorológicas, sendo distribuídos em sorogrupos e 

sorovares (FAINE et al., 1999). Mais recentemente, a classificação molecular vem 

sendo amplamente utilizada, dividindo o gênero Leptospira em espécies genômicas 
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com base na homologia do DNA (YASUDA et al., 1987; BRENER et al., 1999; 

ADLER; de la PEÑA MOCTEZUMA, 2010). Assim, a classificação das leptospiras 

utilizando determinantes genéticos e moleculares vem fornecendo importantes 

informações taxonômicas, mas a designação das leptospiras em sorovares e 

sorogrupos ainda permanece sendo útil e familiar para os clínicos e os 

epidemiologistas (BHARTI et al., 2003). Com isso, o cenário atual é a descrição de 

14 espécies genômicas patogênicas e seis saprófitas, as quais possuem 260 e 60 

sorovares, respectivamente (LEVETT, 2001; DELLAGOSTIN et al., 2011). 

 

        Tabela 2 – Hospedeiros comumente associados à sorovares leptospirais 

Hospedeiros  Sorovares 

Bovinos Hardjo, Pomona 

Camundongos Ballum, Arborea, Bim 

Caninos Canicola 

Equinos Bratislava 

Marsupiais Grippothyphosa 

Morcegos Cynopteri, Wolffi 

Ovinos Hardjo 

Ratos Icterohaemorragiae, Copenhageni 

Suínos Pomona, Tarassovi 

         Fonte: BARTHI et al., 2003. 

 

A classificação sorológica de novos isolados através da sorogrupagem 

possui uma metodologia muito trabalhosa para sua execução. Embora seja 

amplamente difundida, a técnica requer a manutenção de um número elevado de 

cepas vivas e anti-soros (FAINE et al., 1999). Outra técnica utilizada para a 

tipificação de cepas é o emprego de painéis de anticorpos monoclonais 

(TERPSTRA, 1992). Apesar de ser uma técnica com custo elevado para a sua 

implementação e de ser executada apenas no laboratório de referência Royal 

Tropical Institute na Holanda, o seu uso pode ser justificado pois os hibridomas 

estáveis produzem por tempo indeterminado o anticorpo monoclonal desejado 

(KOHLER e MILSTEIN, 1975), evitando assim o uso de um número elevado de 

animais como é o caso da produção de anticorpos policlonais. 

Nos últimos anos, algumas técnicas moleculares estão sendo desenvolvidas 

e empregadas na tipificação de isolados de leptospiras. Variable Number of Tandem 

Repeats (VNTR) (MAJED et al., 2005), o seqüenciamento de DNA (CERQUEIRA et 
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al., 2010) e a eletroforese em campo pulsado (PFGE) (GALOWAY; LEVETT, 2008) 

demonstram ser promissoras para a caracterização molecular de isolados. Porém, 

com raras exceções, essas técnicas são realizadas apenas em laboratórios com 

equipamentos e estrutura pertencentes aos grandes centros de pesquisa no país.  

Neste contexto, o isolamento de cepas do ecossistema local e a sua 

inclusão nos painéis de antígenos empregados no MAT, bem como a sua utilização 

para o desenvolvimento de vacinas autóctones, é de fundamental importância para o 

diagnóstico, epidemiologia e controle da enfermidade em nossa região e no Brasil. 

Além disso, o isolamento de cepas de bovinos em abatedouros demonstra o risco 

para a transmissão da leptospirose nas fazendas, nos abatedouros localizados no 

sul do Brasil e para animais e humanos suscetíveis.   
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2 Objetivos  

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Isolar leptospiras de bovinos abatidos em frigoríficos de Pelotas/RS. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

Cultivar rins de bovinos, coletados durante o abate em frigoríficos de 

Pelotas/RS, visando o isolamento de leptospiras patogênicas; 

Testar a virulência das cepas isoladas em hamster (Mesocricetus auratus), um 

modelo animal suscetível a leptospirose, avaliando as manifestações clínicas e os 

achados patológicos dos animais; 

Realizar uma caracterização preliminar dos isolados, utilizando PCR e 

VNTR. 
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3 Material e Métodos 

 

3.1 Amostras 

 

Para a execução do projeto, três frigoríficos da cidade de Pelotas foram 

escolhidos para a execução do presente estudo. Os critérios para a escolha dos 

estabelecimentos foram baseados na localização, na rotina de abate e pela 

disponibilidade do serviço de inspeção durante as coletas. Os três estabelecimentos 

possuem o nível de inspeção Estadual e realizam o abate de bovinos e ovinos 

oriundos de municípios da região Sul do Rio Grande do Sul, como Pelotas, Capão 

do Leão, Pedro Osório, Rio Grande, Canguçu, Turuçu e Morro Redondo. Para a 

tentativa de isolamento, rins foram coletados aleatoriamente na linha de abate, após 

a inspeção realizada pelo médico veterinário responsável. Após a limpeza e 

inspeção do órgão foi realizada a remoção de um fragmento de um dos lóbulos do 

rim, com aproximadamente 9cm3, o qual foi colocado em um recipiente plástico 

estéril, identificado e acondicionado em uma caixa térmica apropriada para o 

transporte.  

 

3.2 Meio de cultura e condições de cultivo 

 

O meio de cultura utilizado no estudo foi o meio EMJH (Difco Laboratories, 

Detroit, Estados Unidos), o qual é amplamente utilizado para o cultivo in vitro de 

leptospiras (FAINE et al., 1999). Para a confecção dos meios de cultura, o meio 

base foi preparado dentro de frascos de vidro previamente esterilizados, ajustando-

se o pH em 7,4. Após a mistura completa, o frasco foi esterilizado em autoclave a 

121°C, durante 15 minutos. No procedimento de esterilização, o meio de cultura foi 

colocado em banho de água para ajustar a temperatura em 40°C, quando foram 

adicionados os suplementos e o Ágar (meio semi-sólido). Para a confecção de um 
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meio seletivo e específico para leptospiras, foram adicionados em capela de fluxo 

laminar dois suplementos, o comercial (Difco Laboratories, Detroit, USA) e o soro de 

coelho fornecido pelo Biotério Central da UFPel, ambos na proporção de 10% do 

volume total. Para o estoque, o meio de cultura foi distribuído em tubos plásticos 

para centrífuga de 50mL, os quais foram lacrados e identificados, e armazenados 

em refrigeração. Para o uso, foi distribuída a quantidade de 5mL em tubos para 

centrífuga de 15mL, onde o meio de cultura foi submetido a prova de esterilidade 

durante 24 horas, a 30°C. Antes da utilização do meio de cultura para o isolamento 

foram repicadas algumas cepas do uso de rotina do laboratório para a verificação da 

sua viabilidade. 

 

3.3 Processamento das amostras 

 

Ao final de cada procedimento de coleta, o material foi transportado 

imediatamente ao laboratório de Vacinologia do Centro de Desenvolvimento 

Tecnológico (CDTec) onde foi processado. Dentro de uma cabine de fluxo laminar, 

previamente esterilizada, as amostras foram manipuladas com instrumentais 

cirúrgicos estéreis (bisturi, tesouras e pinças), para a execução da técnica de 

semeadura em meio de cultura. Para isso, fragmentos de 2-3cm3 do tecido renal 

coletado foram removidos assepticamente e colocados dentro de uma seringa de 

5mL estéril, onde com uma cuidadosa pressão, realizou-se o macerado do tecido 

diretamente dentro do tubo com 5mL com meio de cultura EMJH líquido. Após, o 

tubo foi homogeneizado gentilmente e deixado por até 1 hora em repouso no escuro 

para a formação do sedimento. Decorrido esse período, foi realizado um repique de 

0,5mL do líquido próximo da superfície para um tubo com 5mL de meio de cultura 

semi-sólido. Após o processamento semelhante de todas as amostras, os tubos 

foram incubados em estufa bacteriológica a 29ºC e verificados semanalmente, 

macro e microscopicamente, durante até doze semanas. 

 

3.4 Teste de virulência 

 

Para o teste de virulência, utilizou-se o protocolo de Silva et al. (2008). 

Grupos de dois hamsters machos, com 4 semanas de idade foram inoculados com 

1mL (108 leptos/mL-1 ) de cada uma das cepas, através da via intraperitonial (IP). 
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Após a infecção, todos os animais foram mantidos em microisoladores, sendo 

alojados em estantes ventiladas com temperatura controlada. Todos os animais 

foram monitorados diariamente, observando-se o aparecimento dos sinais clínicos e 

óbitos. Durante o experimento, os animais moribundos foram eutanasiados, 

realizando-se a análise macroscópica dos órgãos e tecidos. Procedeu-se também, a 

coleta de um rim de cada hamster para a tentativa de reisolamento das cepas. 

 

3.5 Extração de DNA genômico 

 

Para a extração de DNA, as cepas foram cultivadas a 29°C, em meio EMJH 

líquido suplementado com 10% de suplemento comercial. Após 7 dias, quando a 

cultura apresentou uma densidade de 1 a 2x108.mL-1, procedeu-se a centrifugação a 

3.000 x g durante 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o pellet foi 

armazenado até o uso em -20°C. O DNA genômico foi extraído segundo o protocolo 

de extração de DNA genômico de bactérias gram-negativas do “GFX Genomic Blood 

DNA purification Kit” (Amersham - GE Healthcare). O DNA extraído foi submetido a 

eletroforese em gel de agarose 0,8% a fim de avaliar a sua qualidade. O DNA 

extraído foi mantido a -20ºC até o uso. 

 

3.6 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

 

 Durante a execução do projeto, todas as culturas positivas foram avaliadas 

pela PCR. Utilizando o procedimento de extração de DNA genômico, a PCR foi 

realizada para amplificar o gene da lipoproteína LipL32, o qual está presente apenas 

em leptospiras patogênicas (HAAKE et al. 2000). Os oligonucleotídeos (primers)  

lipL32F  5’CGCTTGTGGTGCTTTCGGTGGT3’ e lipL32R 

5’CTCACCGATTTCGCCTGTTGGG3’ (AHMED et al., 2006), foram desenhados com 

a finalidade de amplificar um fragmento de 474pb. Outro gene a ser amplificado foi 

LigA (Leptospiral Immunoglobulin-Like A) a qual está presente apenas em 

leptospiras patogênicas e nas espécies L. interrogans e L. kirschneri (McBRIDE et al., 

2009), primers foram desenhados com a finalidade de amplificar um fragmento de 

1802pb. Todos os primers foram construídos e analisados mediante o uso do 

software Vector NTI 8.0 (Invitrogen). 
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 As reações de PCR com a finalidade de amplificar os genes foram 

realizadas em termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf) utilizando a seguinte 

programação: uma etapa de desnaturação inicial de 94ºC por 10 minutos, seguido 

de 35 ciclos que incluem 94ºC por 30 segundos, 54ºC por 30 segundos e 72ºC por 1 

minuto. Uma etapa final de 72ºC por 7 minutos foi incluída. Os componentes que 

fazem parte desta reação são: 2,5µL de 10X tampão da enzima; 0,75µL de 50mM de 

MgCl2; 0,5µL de 10mM dNTPs; 2,0µL de 10 pmol.µL-1 conjunto de primers, 50ng de 

DNA genômico e 0,25µL (2,5 unidades) da enzima Taq DNA polimerase 

(CERQUEIRA, 2006). A purificação do produto de PCR foi feita com o GFX PCR 

DNA & Gel Band Purification Kit (GE Healthcare), segundo instruções do fabricante, 

submetidos à eletroforese em gel de agarose 1,5% e armazenados a -20°C. 

 

3.7 Variable-Number Tandem-Repeat (VNTR) 

 

Os loci VNTR e as técnicas utilizadas neste trabalho foram previamente 

descritos por Majed et al. (2005) para L. interrogans e por Salaun et al. (2006) para L. 

borgpetersenii. A amplificação dos loci VNTR foi realizada através de PCR utilizando a 

enzima Taq DNA polimerase (Invitrogen) em um termociclador Mastercycler Gradient 

(Eppendorf), sob as seguintes condições: 1 ciclo de desnaturação à 94°C por 5min; 

35 ciclos de desnaturação à 94°C por 30s, anelamento à 55°C por 30s e extensão à 

72°C por 1min, e um ciclo final de extensão à 72°C por 10min. Após, a purificação 

do produto de PCR foi feita com o GFX PCR DNA & Gel Band Purification Kit (GE 

Healthcare), segundo instruções do fabricante. O produto da PCR foi submetido à 

eletroforese em gel de agarose 2%. Para a análise, o número de cópias de cada 

locus VNTR foi calculado conforme Majed et al. (2005) e Salaun et al. (2006). 

 

3.8 Aspectos éticos 

 

Este dissertação faz parte de um projeto cadastrado no COCEPE/UFPel sob 

o número 5.00.00.019 e analisado pela Comissão de Ética em Experimentação 

Animal (CEEA) da UFPel, processo nº 23110.004657/2010-84. Os animais utilizados 

neste trabalho foram tratados de acordo com os Princípios Éticos na 

Experimentação Animal, recomendados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação 
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Animal (COBEA). Além disso, o laboratório de Biologia Molecular (CDTec) possui 

Certificado de Qualidade em Biossegurança nº0081/98. 
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4 Resultados  

 

4.1 Isolamento e Teste de Virulência 

  

Duzentos e cinqüenta amostras foram coletadas durante o período de 

execução do projeto. Destas, 23 (9,2%) contaminaram com outros microrganismos, 

224 (89,6%) foram descartadas como culturas negativas ao final de doze semanas, 

e três (1,2%) amostras resultaram em culturas positivas. As cepas foram 

denominadas de BOV3, BOV14 e BOV15. De acordo com as informações obtidas 

nos frigoríficos onde as cepas foram isoladas, os animais eram machos adultos, 

procedentes dos municípios do Capão do leão (BOV3) e Pedro Osório (BOV14 e 

BOV15). 

Embora uma das cepas (BOV3) tenha sido isolada 14 dias antes das demais, 

todas as cepas isoladas passaram pelo mesmo protocolo de procedimentos, sendo 

repicadas para os meios EMJH líquido e semi-sólido para manutenção e expansão, 

respectivamente, a partir da sua detecção em microscopia de campo escuro, teste 

de virulência, para o crescimento em maior escala para a extração de DNA 

genômico, congelamento em -70°C e nitrogênio líquido, e para o encaminhamento 

para a realização do ensaio de sorogrupagem.  

Após a sincronia entre o crescimento das cepas com o fornecimento dos 

animais pelo Biotério Central da UFPel, as cepas foram submetidas ao teste de 

virulência. O resultado do teste de virulência revelou que duas cepas (BOV3 e 

BOV15) foram capazes de reproduzir os principais achados clínicos da leptospirose 

experimental. Os sinais clínicos encontrados nestes dois grupos de animais 

iniciaram a partir do 5° dia, manifestando prostração, isolamento na caixa, 

desidratação, perda de peso e o óbito em 100% dos animais inoculados entre o 7° e 

8° dia. Por outro lado, a cepa BOV14 não foi capaz de causar a enfermidade clínica 
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e nem o óbito dos animais de seu grupo, mesmo quando o procedimento foi repetido 

posteriormente. 

Todos os animais que morreram durante o teste, pertencentes aos grupos 

inoculados com as cepas BOV3 e BOV15, evidenciaram alterações macroscópicas 

descritas como típicas da leptospirose experimental, como a icterícia nas mucosas, a 

congestão de órgãos e hemorragias petequiais pulmonares, quando submetidos a 

necropsia. Já os animais sobreviventes (cepa BOV14), após a eutanásia no dia 15, 

não exibiam alterações macroscópicas (fig.1). Contudo, o reisolamento das três 

cepas foi obtido com sucesso a partir do cultivo do tecido renal de todos os 6 

animais submetidos ao teste de virulência. 

 

 

Figura 1 - Análise macroscópica representativa, da necropsia 
realizada com hamsters inoculados no teste de virulência. 
(A) Hamster inoculado com a cepa BOV3; (B) Hamster 
inoculado com a cepa BOV14; (C) Hamster inoculado com 
a cepa BOV15. As setas brancas indicam presença de 
hemorragia pulmonar petequial em (A) e (C). 

 
 
 

4.2 Extração de DNA e PCR 

 

A extração de DNA genômico das três cepas foi realizada com sucesso e o 

DNA foi armazenado a -20°C até o uso. A PCR para a amplificação de lipL32 

revelou o fragmento esperado de 474pb para todas as cepas isoladas (fig.2), e a 

amplificação do gene que codifica para LigANI, revelou que BOV3 e BOV15 

apresentaram bandas de aproximadamente 2000pb, enquanto que a cepa BOV14 

não amplificou o gene LigANI (fig.3). A cepa FIOCRUZ L1-130, utilizada como 

controle, também amplificou uma banda de aproximadamente 2000pb. Assim, estes 

resultados confirmaram que as três cepas são patogênicas. 
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Figura 2 – Amplificação do gene LipL32 nas cepas BOV3, BOV14, 
BOV15 e Fiocruz L1-130, onde 1=marcador de peso 
molecular 1 kb Plus (Invitrogen); 2=L1-130; 3=BOV3; 
4=BOV14; 5=BOV15 

 
 
 
 
 
 

 

Figura 3 – Amplificação do gene LigANI nas cepas BOV3, BOV14, BOV15 
e Fiocruz L1-130. Onde 1=marcador de peso molecular 1 kb 
Plus (Invitrogen); 2,3=L1-130; 4=BOV3; 5=BOV14; 6=BOV15 
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4.3 VNTR 

 

O resultado da VNTR pode ser observado na tab.3. De acordo com os 

resultados disponíveis da coleção de isolados analisados pelo método de VNTR, 

descritos por Majed et al. (2005) para L. interrogans e por Salaun et al. (2006) para L. 

borgpetersenii, as cepas BOV3, BOV14 e BOV15 foram classificadas até o nível de 

espécie, não sendo possível a caracterização em nível de sorovar. Assim, as três 

cepas foram identificadas como pertencentes à espécie L. borgpetersenii, devido a 

amplificação do produto de PCR do marcador Lb4 e a não amplificação do produto 

de PCR do marcador 7bis. 

 

Tabela 3 – Sumário dos resultados da VNTR, com os locus utilizados para a 
caracterização de L. interrogans e L. borgpetersenii 

Isolado 

Locus 

L. interrogans L. borgpetersenii 

4 7 9 10 11 19 23 31 Lb4 Lb5 4bis 7bis 10bis 

BOV3 2 15 4 8 16 6 16 - 9 10 2 - 7 

BOV14 3 18 7 11 20 6 - - 5 10 7 - 8 

BOV15 3 18 7 11 20 6 - - 5 8 7 - 8 

Fonte: este estudo. 
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5 Discussão 

 

Com o passar das décadas, o estudo da leptospirose bovina ganhou um 

grande destaque, não apenas pelo interesse econômico da atividade, mas também 

porque o bovino foi apontado como um importante reservatório da leptospirose 

humana (BOLIN, 1999; ADLER; de la PEÑA MOCTEZUMA, 2010). Além disso, a 

leptospirose bovina é uma doença ocupacional, onde as profissões como as de 

magarefe, fazendeiro e veterinário são consideradas de alto risco (LEVETT, 2001; 

BHARTI et al., 2003; DORJEE et al., 2011).  

No Brasil, a leptospirose bovina apesar de ser subdiagnosticada, é 

considerada uma doença endêmica nas diferentes regiões do país. Este fato pode 

ser atribuído principalmente aos animais que apresentam uma manifestação clínica 

crônica ou assintomática, tornando-se assim portadores da doença, os quais podem 

eliminar a bactéria por um longo período no ambiente, disseminando a enfermidade 

para bovinos e outras espécies (LEVETT, 2001; ADLER; de la PEÑA MOCTEZUMA, 

2010). 

A vacinação contra a leptospirose bovina no Brasil e no mundo apresenta 

sérias limitações. As preparações vacinais disponíveis são bacterinas, as quais são 

sorovar-específica, ou seja, a proteção é conferida apenas para os sorovares que 

constituem a vacina (KO; GOARANT; PICARDEAU, 2009). Outro fato interessante 

ocorre com o sorovar Hardjo, o qual possui cepas classificadas ou na espécie L. 

interrogans e L. borgpetersenii, e é amplamente utilizado na constituição de vacinas 

bovinas. Vacinas com L. interrogans sorovar hardjo induzem a uma resposta humoral, 

enquanto que L. borgpetersenii sorovar hardjo induz a uma resposta celular (NAIMAN 

et al., 2002). Além disso, essas vacinas disponíveis comercialmente são constituídas 

por cepas isoladas em outros países do mundo, com fauna e ecossistemas 

diferentes das existentes em nosso país (LILENBAUM, 1996). 
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Neste trabalho relatamos o isolamento de 3 cepas de Leptospira do tecido renal 

de bovinos em frigoríficos da região de Pelotas. Este resultado é inédito para o 

nosso grupo de pesquisas, já que anteriormente havíamos isolado cepas de 

humanos, caninos, camundongos e ovinos (SILVA et al., 2007, 2008, 2009, 2010). 

Embora a procedência dos animais fosse de municípios próximos de Pelotas, os 

isolamentos demonstram que o ecossistema da região sul do Rio Grande do Sul é 

rico em diversidade de microrganismos, o que já havia sido evidenciado nos 

trabalhos anteriores com o isolamento de sorogrupos como Autumnalis, Australis, 

Ballum, Bataviae, Canicola, Djasiman e Icterohaemorragiae (SILVA et al., 2007, 

2008, 2009, 2010). 

A inoculação de leptospiras em hamsters permanece sendo uma ferramenta 

essencial em muitos aspectos para o estudo da leptospirose (HAAKE, 2006). Neste 

trabalho, o teste de virulência permitiu selecionar duas cepas que causam a 

leptospirose experimental em hamster, com manifestações clínicas e patológicas 

semelhantes as que são descritas em humanos e animais doentes (BHARTI, et al., 

2003). Com isso, os isolados BOV3 e BOV15 poderão ser empregados em ensaios 

para a determinação da dose letal 50% (DL50), e posteriormente, em experimentos 

que visam avaliar a imunoproteção conferida por vacinas produzidas em nosso 

grupo.  

Embora a cepa BOV14 não tenha causado óbito nos animais inoculados, 

provocou uma infecção assintomática, sendo possível o reisolamento da cepa. Este 

fato também é descrito para sorovares como Hardjo, por exemplo, que mesmo 

sendo patogênicos, raramente causam doença aguda em hamsters (KINGSCOTE, 

1980). Mesmo assim, o isolado BOV14 pode ser recuperado dos rins dos animais 

inoculados ao final de 15 dias, demonstrando que pode causar a colonização renal e 

doença assintomática, o que permitirá estudos relacionados com a patogênese da 

doença com evolução crônica em modelo experimental. 

Em nosso estudo, o gene lipl32 foi amplificado nos três isolados, 

apresentando uma banda no gel de agarose de 474pb, conforme o esperado. Este 

gene codifica para uma lipoproteína de membrana externa intimamente associada 

com a adesão do patógeno a célula do hospedeiro e está presente somente nas 

espécies patogênicas de Leptospira (HAAKE et al., 2000). Dessa forma, a 

amplificação de lipL32 confirma que as três cepas são leptospiras patogênicas.  
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O gene ligA, conforme descrito por McBride et al. (2009), está presente 

somente em algumas cepas das espécies patogênicas L. interrogans e L. kirschneri, e 

dessa forma, os primers utilizados neste estudo foram construídos baseados na 

sequência de L. interrogans Fiocruz L1-130 (SILVA et al., 2007). Em nosso estudo, foi 

possível observar a amplificação do gene ligA na cepa controle (Fiocruz L1-130) e 

nas cepas BOV3 e BOV15. Porém, a cepa BOV14 não amplificou o fragmento do 

gene LigA. Embora este resultado seja preliminar, outros experimentos serão 

realizados para a confirmação do polimorfismo de ligA nos isolados.  

A análise do número variável de repetições em tandem (VNTR) é baseada na 

premissa de que o número de repetições de cada um dos 13 loci selecionados 

define a cepa de leptospiras patogênicas (MAJED et al, 2005; SALAUN et al, 2006). 

Utilizando o conjunto de primers específicos para identificação de cepas de L. 

interrogans (MAJED et al, 2005), não foi possível caracterizar nossos isolados 

comparando-os com o padrão de VNTR das principais cepas de referência. Já com 

o conjunto de primers para identificação de cepas de L. interrogans, L. kirschneri e L. 

borgpetersenii, também não foi possível identificar nossos isolados porque também 

não havia padrões semelhantes.  

Por outro lado, também foi descrito que o loci Lb4 não gera amplicons em 

cepas das espécies L. interrogans e L. kirschneri e gera apenas amplicons para cepas 

de L. borgpetersenii (SALAUN et al, 2006). Os três isolados geraram amplicons com o 

primer Lb4, sugerindo dessa forma, que os isolados pertençam à espécie L. 

borgpetersenii. Além disso, também está descrito que o loci 7bis gera amplicons em 

cepas das espécies L. interrogans e L. kirschneri e não gera amplicons para cepas de L. 

borgpetersenii. Os três isolados não geraram amplicons com o primer 7bis, reforçando 

a informação dada pelo loci Lb4 que os três isolados pertençam à espécie L. 

borgpetersenii.  

A função de elementos repetitivos em bactérias não é totalmente entendida. 

Os loci estão localizados em regiões intergênicas dispersas no genoma e que 

provavelmente, sejam elementos genéticos móveis (CERQUEIRA; PICARDEAU, 

2009). Como conseqüência, a variabilidade do número de cópias de VNTR é alta, 

evidenciado pela grande diversidade de padrões de VNTR presente nas principais 

cepas de referência estudadas (MAJED et al, 2005; SALAUN et al, 2006). 

Provavelmente, os isolados não apresentaram padrões de VNTR semelhantes aos 
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descritos porque são sorovares exclusivos da nossa região e não estão incluídos 

nos painéis analisados até o momento. 

Em nosso trabalho, de acordo com a soma dos resultados das técnicas 

genotípicas utilizadas de forma preliminar, foi possível caracterizar os isolados BOV3 

e BOV15 como virulentos e patogênicos, devido ao resultado do teste de virulência e 

da amplificação de lipl32, respectivamente. Além disso, nos isolados BOV3 e BOV15 

também foi amplificado o gene de ligA, o qual foi descrito como exclusivo das 

espécies L. interrogans e L. kirschneri (McBRIDE et al., 2009). Já o isolado BOV14, 

embora não virulento para hamsters e não sendo possível a amplificação de ligA, foi 

classificado como patogênico devido a amplificação de lipl32.  

No trabalho de McBRIDE et al. (2009) foi descrito que em algumas das cepas 

analisadas de L. borgpetersenii, L. santarosai e L. weilli não foi possível determinar a 

ausência ou presença do gene ligA, não sendo definitiva assim, a afirmação de que 

o gene ligA está presente somente nas espécies L. interrogans e L. kirschneri (McBRIDE 

et al., 2009). Portanto, nossos resultados sugerem que o gene LigA pode estar 

presente também na espécie L. borgpetersenii, pois a análise de VNTR mostrou que 

todos os isolados pertencem a espécie L. borgpetersenii. Sendo assim, experimentos 

de sequenciamento dos genes 16S rRNA e rpoB, além de sorogrupagem, devem ser 

realizados para a caracterização definitiva das três cepas. 

Neste trabalho, relatamos o isolamento de três cepas de bovinos em 

frigoríficos de Pelotas. Destas, duas cepas foram altamente virulentas para 

hamsters, um modelo experimental suscetível a leptospirose. Este fato torna-se 

ainda mais importante para a saúde pública, principalmente para os motoristas de 

caminhão, os funcionários de frigoríficos e os médicos veterinários, os quais são 

integrantes de profissões de risco ocupacional. Além disso, baseando-se no 

conhecimento de que cada sorovar possui uma especificidade de hospedeiro, a 

identificação definitiva dos três isolados implicará favoravelmente no 

desenvolvimento de vacinas autóctones, no diagnóstico, epidemiologia e controle da 

enfermidade em nossa região e no Brasil.  
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6 Conclusões 

 

- Neste estudo, três cepas foram isoladas de 250 amostras de rins bovinos, 

coletados em três frigoríficos de Pelotas/RS; 

- As cepas BOV3 e BOV15 reproduzem a leptospirose experimental em 

hamster, as quais causam o óbito, manifestações clínicas e patológicas nos animais 

semelhantes às descritas nas formas graves da leptospirose humana e animal. 

Assim, as cepas BOV3 e BOV15 são candidatas aos ensaios de DL50 e ao teste de 

vacinas que visem o controle da leptospirose bovina; 

- A cepa BOV14 não é capaz de reproduzir a enfermidade letal em hamster. 

Entretanto, ela pode ser utilizada em estudos sobre a leptospirose crônica e sobre a 

colonização renal; 

- Embora a técnica VNTR tenha classificados as cepas como pertencentes a 

espécie L. borgpetersenii, estudos complementares devem ser realizados para a 

caracterização molecular e sorológica definitiva dos três isolados. 
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