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Resumo

MAZZA, Gustavo Afra. Deteccdo de DNA leptospiral em amostras de urina de
bovinos assintoméaticos abatidos em frigorifico de Pelotas (RS). 2023. 40f.
Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) - Programa de Pds-Graduacdo em Veterinaria,
Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2023.

A leptospirose é uma doenca infecciosa de carater zoondtico causada por
espiroquetas do género Leptospira. No Brasil, a leptospirose bovina é endémica e
considerada uma doenca que causa severas perdas econdémicas nos rebanhos. O
teste de soroaglutinagdo microscopica (MAT) é o teste de referéncia no diagnostico
da doenca, mas é insuficiente na deteccdo de portadores. Assim, o objetivo deste
trabalho foi realizar, por Reagcdo em Cadeia da Polimerase (PCR), a detecgdo de DNA
leptospiral presente em urina de bovinos assintomaticos abatidos na cidade de
Pelotas, RS, Brasil. Para a realizacdo da PCR, foram coletadas 123 amostras de urina
de bovinos assintomaticos de bovinos pertencentes a oito municipios da regido sul do
Estado do Rio Grande do Sul (RS). O DNA gendmico (gDNA) foi extraido por meio do
método Brazol, seguindo as instrucdes do fabricante e a PCR foi o método molecular
realizado para a amplificacdo dos genes que codificam para a proteina de membrana
externa LipL32 e para a fracdo 16S do ribossomo da leptospira. Apos a amplificacao,
as amostras obtidas foram submetidas a eletroferose e o resultado foi avaliado em
transiluminador, aparelho que nos permite visualizar através de luz UV a amplificacéo
do DNA alvo da pesquisa. Das 123 amostras, 20 (16,3%) amplificaram DNA gendémico
gue codifica para a proteina LipL32 e 23 (18,7%) amplificaram para o 16SRNA. Este
trabalho revela perspectivas importantes sobre um contexto de saude Unica que 0s
bovinos abatidos na cidade de Pelotas podem ser uma fonte potencial de leptospirose
para humanos e outros animais de importancia na disseminagdo para o ambiente.
Além disso, a PCR no formato aqui empregada pode ser utilizada para a deteccéo de
DNA leptospiral em bovinos de corte assintomaticos provenientes da regido Sul do
Rio Grande do Estado e abatidos em frigorificos de Pelotas, RS, Brasil.

Palavras-chave: leptospirose; diagndstico molecular; zoonose; epidemiologia



Abstract

MAZZA, Gustavo Afra. Leptospiral DNA detection in urine of asymptomatic
cattle slaughtered in a slaughterhouse of Pelotas. 2023. 40f. Dissertation
(Master degree in Sciences) - Programa de Pds-Graduacdo em Veterinaria,
Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2023.

Leptospirosis is a zoonosis caused by spirochetes of the Leptospira genus. In Brazil,
bovine leptospirosis is endemic and considered a disease that causes severe
economic losses in herds. Microscopic agglutination test (MAT) remains the reference
test for the diagnosis of leptospirosis but is inadequate for the detection of carrier cattle
status. Thus, the objective of this work was to perform a Polymerase Chain Reaction
(PCR) to detect leptospiral DNA in the urine of asymptomatic cattle slaughtered in
Pelotas city. To perform PCR, 123 urine samples were collected from asymptomatic
cattle belonging to eight municipalities in the southern region of the State of Rio Grande
do Sul (RS). Genomic DNA (gDNA) was extracted using the Brazol method, following
the manufacturer's instructions and PCR was used for amplification of genes encoding
for the outer membrane protein LipL32 and for the 16S fraction of the ribosome
(16SRNA) of leptospires. After amplification, the samples obtained were submitted to
electropherosis and the result was evaluated in a transilluminator. Of the 123 samples,
20 (16.3%) amplified gDNA encoding for LipL32 protein and 23 (18.7%) amplified for
16SRNA. This work reveals important insights into a one health context that bovines
slaughtered in Pelotas city may be a potential source of leptospirosis for humans,
animals and environment. Moreover, PCR in the format employed here may be used
for the leptospiral DNA detection in asymptomatic beef cattle in slaughterhouse of
Pelotas.

Keywords: leptospirosis; molecular diagnosis; zoonosis; epidemiology
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1 Introducéo

A leptospirose é uma doenca causada por bactérias da ordem Spirochaetales,
familia Leptospiraceae e género Leptospira (ADLER et al., 2015). Com distribuicédo
global, a doenca demonstra-se mais presente em paises com climas tropicais ou
subtropicais, devido a caracteristica de sobrevida da bactéria. Com preferéncia por
ambientes umidos e temperaturas mais quentes, pode tornar-se uma doenca sazonal,
com casos de surtos em periodos de alta pluviosidade ou também pode apresentar
caracteristicas endémicas com casos constantes em regides que apresentem tais
condicdes climaticas (PLANK & DEAN, 2000; BRASIL, 2007; DREYFUS et al., 2021).

Segundo THIBEAUX et al. (2018), esta bactéria separa-se em 25 espécies,
divididas e determinadas pelo parentesco genético. Estas espécies podem ser entdo
classificadas em sapréfitas, intermediarias e patogénicas. A classificacdo das
leptospiras se da por meio de sorologia ou de biologia molecular. Cada subdiviséo é
denominada sorovar e, hoje em dia, conta-se com mais de 300 sorovares conhecidos
e agrupados em diferentes sorogrupos (BHARTI et al., 2003; DREYFUS et al., 2021).
Com uma vasta gama de sorovares, a bactéria consegue, entdo, manter diferentes
espécies de mamiferos como hospedeiros de elei¢do, variando conforme o sorovar
(ADLER et al., 2015). Na espécie bovina, apds diversos estudos e testes soroldgicos
em rebanhos, o sorogrupo Hardjo, principalmente os sorovares Hardjobovis e
Hardjopratijno, p6de ser definido como o predominante, atingindo altos indices de
prevaléncia. Além destes, os sorovares Pomona e Grippotyphosa também podem
desenvolver quadros clinicos na espécie (FAVERO et al.,, 2001; LILENBAUM &
SOUZA, 2003; BATISTA et al., 2005; THOMPSON et al., 2006; LAGE et al., 2007;
MILLER et al., 1991; RAJEEV et al., 2014).

Quando ha a ocorréncia da doenca em animais de producdo como bovinos,
ovinos, suinos, caprinos e equinos, 0 maior impacto causado pela leptospirose esta
na relacdo econdémica-produtiva que é importantemente prejudicada. (BRASIL, 1995).

Os principais canais de producgao afetados estao na capacidade reprodutiva (abortos,
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infertilidade), nascimento de animais fracos, diminuicdo temporaria na producdo de
leite e diminuicdo na conversao alimentar (CERVANTES et al., 2002). O prejuizo
torna-se crescente, inclusive, devido ao continuo aumento que ha na producao,
consumo, comércio e exportacdo de carne, propriamente dita, bem como de animais
vivos (DEWES et al., 2020). Tratando-se da manifestacdo da doenca em seres
humanos, uma vez detectada, torna-se de notificacdo compulséria e pode inclusive
levar ao Obito em casos agudos (Brasil, 2005).

A transmisséo da bactéria entre bovinos se da principalmente de forma direta,
ou seja, de animal infectado para animal sadio. Transmissao ambiental, indireta,
através de solo e de agua contaminados, bem como a partir de outras espécies aos
bovinos também podem ocorrer, porém, com menor percentual de importancia
(JAMAS et al., 2020). Segundo NALLY et al. (2018), como caracteristica da bactéria,
a colonizacdo ocorre principalmente nos tubulos renais, dando a capacidade de um
animal infectado ser também um potencial disseminador da bactéria no ambiente. Isso
ocorre inclusive em bovinos, o que aumenta sua importancia no ciclo epidemioldgico
da doenca (ADLER et al., 2015). Também segundo o Guia de Vigilancia
Epidemioldgica (2009), animais infectados podem eliminar leptospiras pela urina
durante meses, anos ou ainda por toda a vida, variando conforme a espécie animal e
0 sorovar envolvido.

A infeccdo nos seres humanos pode ocorrer através do contato direto, mas
ocorre principalmente através do contato indireto, tendo como meio infectante a 4gua
e solo contaminados (DE BRITO et al., 2018). Os principais transmissores da bactéria
patogénica sdo os roedores sinantropicos, como Rattus norvegicus (rato de esgoto),
Rattus rattus (rato preto) e Mus musculus (camundongos), pois sédo portadores
assintomaticos da bactéria e, com isso, tornam-se um grande reservatorio do
microrganismo com alto potencial de disseminador (KARPAGAM & GANESH, 2020).

O teste diagnéstico da doenca é feito principalmente por meio de
soroaglutinacdo microscopica (MAT), determinado como o padrdo ouro para a
enfermidade (OIE, 2021). O teste consiste em detectar anticorpos com acgao
antiLeptospira e apresenta sensibilidade de 98% e especificidade de 97% apds a
quarta semana de infeccdo (PINTO, 2015). Porém existe ainda o risco de apresentar
falso positivo devido a deteccao de anticorpos vacinais, na fase aguda, apresenta
reacoes cruzadas entre sorogrupos, e sé reage com 0S sorovares contidos no teste
que sera utilizado (AHMAD et al., 2005; SANTOS, 2006). Ainda, segundo PINTO,
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2015, na fase aguda o teste de MAT obtém sensibilidade de apenas 41%, tornando-o
limitado no diagndéstico da doenca. Por outro lado, a PCR, embora mais laboriosa,
torna-se uma satisfatoria alternativa de teste diagnéstico por apresentar maior
sensibilidade e especificidade, especificamente quanto ao potencial patogénico da
bactéria, e também por sua ampla aplicacdo em diferentes modelos, como utilizac&o
da urina ou do material renal (ROY et al., 2005; STODDARD et al., 2009).

No contexto do que foi citado, o presente estudo apresenta o Artigo 1, que é
resultado de uma revisdo bibliografica, e que aponta a importancia dos métodos
moleculares como ferramenta no diagndéstico da leptospirose bovina, e o Artigo 2, que
foi desenhado para detectar, através da PCR, fragmentos de DNA dos genes LipL32
e 16S Ribossomal de leptospiras, em amostras de urina coletadas aleatoriamente
através da puncdao direta nas bexigas durante a inspecéo post-mortem de bovinos, os

quais foram abatidos sem histdria clinica da doenca.



2 Revisao da Literatura

2.1 Objetivo geral

Detectar DNA leptospiral na urina de bovinos assintomaticos abatidos em

frigorifico de Pelotas.

2.2 Objetivos especificos

. Coletar amostras de urina, diretamente da bexiga de bovinos, durante a
inspecéo post-mortem, para detectar DNA leptospiral por meio de PCR;

. Utilizar o método de PCR, realizando testes com os genes LipL32 e
16SRNA, presentes em leptospiras e utilizados amplamente em estudos de
taxonomia, diagndstico e vacinas;

. Realizar uma revisao bibliografica sobre métodos moleculares utilizados

para o diagndstico da leptospirose.



3 Hipotese

3.1 Hipotese 1

Testes moleculares sdo ferramentas que, aliados a testes soroldgicos,

aumentam a acuracia do diagnostico da leptospirose.

3.2 Hipotese 2

Bovinos abatidos em frigorifico de Pelotas sédo portadores de leptospiras,

tornando-se potenciais disseminadores do agente através da urina.



4 Artigos
4.1 Artigo 1

Molecular methods in the diagnosis of bovine leptospirosis: A mini-review
[Métodos moleculares no diagndéstico da leptospirose bovina: Uma mini
revisao]

Gustavo Afra Mazza; Flavia Aleixo Vasconcellos; Everton Fagonde da Silva

Submetido a revista Brazilian Archives of Biology and Technology
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Molecular methods in the diagnosis of bovine leptospirosis: A mini-review [Métodos
moleculares no diagndstico da leptospirose bovina: Uma mini revisao]

Gustavo Afra Mazza; Flavia Aleixo Vasconcellos; Everton Fagonde da Silva
RESUMO

A leptospirose é uma doenca infecciosa com potencial zoondtico causada por bactérias do
género Leptospira. Quando infecta e desenvolve a enfermidade em bovinos, as consequéncias
estdo nos graves prejuizos para todos os envolvidos na cadeia de producdo desses animais.
Outro fator importante é a médo de obra envolvida com os animais infectados e 0s riscos que
essa zoonose subdiagnosticada apresenta para essa populacdo, tornando-se uma doenca
relevante na salde Unica. Com isso, torna-se imprescindivel a utilizacdo de métodos de
diagndstico confiavel e que dé garantias de seguranca ao produtor e aos trabalhadores. O
objetivo desta revisdo foi justamente discutir a utilizacdo da biologia molecular e os beneficios
que estes métodos trazem na deteccgdo e identificacdo da espécie de leptospira relacionada a
doenca e 0 quanto isso é importante na cadeia de producéo dos bovinos. O presente estudo foi
realizado entre 0 més de novembro de 2022 e fevereiro de 2023, utilizando as bases de dados
da MedLine, SciELO e BVS como fonte de informacgdes. Ao todo, foram analisados 131
artigos e, apos os processos de selecdo e exclusdo, foram utilizados 38 artigos, provenientes de
diversos paises como Brasil, Italia, Uruguai, Estados Unidos, Pol6nia, Alemanha e Espanha.
Com base na analise destes artigos, pudemos obter informacGes que revelam e indicam a
dimensdo do impacto da leptospirose na producdo de bovinos. Além disso, analisando a taxa
de publicaces, torna-se também evidente a busca e utilizagdo de tecnologias moleculares para
entender a taxonomia das bactérias que realmente afetam a regido estudada e, com isso, ter a
possibilidade de criar estratégias para o controle da doenca. Muito embora 0 método de
soroaglutinacdo microscépica (MAT) seja ainda considerado o padréo ouro de diagndstico pela
OIE, cada vez mais determina-se o grande poder de diagnostico preciso por meio da utilizacdo
de métodos moleculares. Assim, a presente revisao tem como intuito trazer a tona o debate
sobre o crescimento da utilizacdo de métodos moleculares como uma via cada vez mais comum

no diagndstico de leptospirose bovina, respaldado pela sua grande eficacia.

Palavras-chave: Leptospirose; Diagnostico; Revisao.
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1 INTRODUCAO

Segundo os dados do censo agropecuario, publicado em 2017 pelo IBGE, o Brasil possui um
rebanho com mais de 170 milhdes de bovinos, sendo um importante produtor e exportador de
carnes para 0 mundo [1]. A leptospirose bovina causa problemas reprodutivos e como
consequéncia, pode resultar em severas perdas econdmicas [2]. Por se tratar de uma doenca de
sintomatologia leve ou até, em alguns casos, com auséncia de sinais clinicos por parte dos
portadores, torna-se uma enfermidade negligenciada e de dificil controle [3,4]. A leptospira,
durante a infeccdo, possui como oOrgao de elei¢cdo o rim e assim, a urina torna-se o canal
principal de excrecdo (continua ou intermitente) das leptospiras no ambiente [5,6]. As
leptospiras sdo bactérias que possuem mais de 300 sorovares, 0s quais podem ser patogénicos
ou saprofitas, sendo classificados atualmente em 66 espécies genémicas [7]. O sorovar Hardjo
¢ considerado o principal causador da leptospirose bovina, porém, os bovinos e outros
mamiferos sdo hospedeiros suscetiveis a infecgdes de todos os sorovares, podendo estes
desenvolver ou néo a enfermidade [8].

O diagnostico da doenca pode ser realizado por microscopia de campo escuro (DFM), cultura
e isolamento da bactéria, deteccdo de DNA por meio de métodos moleculares e métodos
soroldgicos como o teste de soroaglutinagdo microscopica (MAT), sendo este, considerado o
padrdo ouro pela OIE [9]. No entanto, este apresenta importantes limitacGes que afetam a sua
acuracia, como a necessidade de deteccao de anticorpos anti-Leptospira no sangue dos animais,
resultando em uma sensibilidade limitada de aproximadamente 40% na primeira semana,
aumentando para 60% na quarta semana apés o inicio da apresentacao dos sinais clinicos [3],
ndo sendo o teste mais apropriado para deteccdo de casos agudos da doenca. Além disso, o
teste possui sorovares pré-determinados para diagndstico, perdendo a eficacia em casos de
infecgBes por sorovares ndo constantes na bateria de diagnosticos. Ainda, é possivel ocorréncia
de falso positivo causado pela deteccdo de anticorpos residuais provenientes da vacinagao
[10,11]. De acordo com os vieses na utilizagdo do teste de MAT, a utilizagdo de métodos
diagndsticos com base molecular, como PCR e PCR em Tempo Real, Truenat™ e amplificacao
isotérmica mediada por loop, tém sido testados para a leptospirose [12-14]. A principal
vantagem dos testes moleculares para os testes soroldgicos tem sido o aumento de sensibilidade
e especificidade para 100% na deteccao de leptospiras patogénicas, por meio de amplificacao
de fragmentos de DNA dos genes envolvidos na viruléncia e na caracterizagdo molecular da
bactéria [15,16].

Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi revisar a utilizacdo de métodos moleculares e

a sua importancia na detec¢éo e identificacdo do agente causador da leptospirose em bovinos.
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2 METODOLOGIA

Esta Revisdo foi realizada no periodo entre junho de 2022 e fevereiro de 2023. As buscas por
artigos que embasassem este estudo foram realizadas nas bases de dados da MedLine (Medical
Literature Analysis and Retrieval System Online) e SciELO (Scientific Eletronic Library
Online). Foram utilizados os seguintes descritores: Leptospirosis; Bovine; Diagnosis. Sendo
utilizada a palavra “and” entre os descritores citados.

Os artigos selecionados e determinados elegiveis para esta revisdo, foram obtidos através de
pesquisas sem restringir datas de publicacdes. Apds a pesquisa, foi realizada a analise dos
artigos selecionados seguindo critérios de inclusdo (disponibilidade de resumo e texto
completo; relevancia para o assunto) e de exclusdo (estudo ndo condizente com o titulo,
irrelevancia para o tema; qualidade de escrita ndo satisfatoria). Seguindo os critérios citados,
os artigos selecionados foram entdo lidos e, se satisfatorios, introduzidos nesta revisao.

Apobs a busca nos bancos de dados citados utilizando os descritores, 131 artigos foram
selecionados, em idiomas como portugués, inglés, russo, francés, espanhol, tcheco, alemao,
holandés e polonés e publicados entre os anos de 1966 e 2023. Apos a aplicacdo dos critérios
de incluséo e exclusdo foram selecionados 34 artigos para a leitura e analise do contetdo.
(Figura 1).
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Figura 1: Fluxograma demonstrativo da realizagdo do método de triagem utilizado para a obtencéo de resultados
na pesquisa de artigos para a revisdo bibliogréfica.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apobs a leitura dos artigos selecionados, evidenciou-se a importancia do tema de reviséo, tendo
em vista 0 quanto novos formatos de teste para o diagnostico da enfermidade interferem nas
taxas de prevaléncia e incidéncia da leptospirose nos bovinos em carater mundial [17]. Foi
possivel ainda, a identificacdo de ferramentas moleculares que poderdo vir a ser empregadas
na deteccdo do agente, culminando em planejamentos para o uso de estratégias mais eficazes
no controle da doenga. [18]

O crescimento da producdo bovina e a sua destacada importancia econdmica em paises em
desenvolvimento, como os da América Latina, abrange atualmente a producéo de carne, leite

e derivados, tanto para consumo interno quanto para exportacdo. [19, 20]. A ocorréncia da
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enfermidade de forma endémica nos rebanhos ocasiona perdas graves, as quais podem afetar
ndo apenas das propriedades rurais como também a economia nacional como um todo. [21,
22]. Nos estudos em que se relata a utilizacdo de técnicas moleculares, como a PCR, esta
constituise como uma poderosa ferramenta na detec¢do e na triagem de animais infectados, 0s
quais sdo perpetuadores do agente na propriedade e potenciais disseminadores intermitentes
da doenca aos demais animais domésticos e silvestres, o que ocorre na maioria das vezes sem
presenca de sinais clinicos evidentes. [23]. Além disso, a PCR em tempo real também é vista
como um método de deteccdo eficiente e, até mesmo, revolucionaria no diagndstico da
enfermidade devido, principalmente, a sua velocidade de execucdo e aos resultados
apresentados, que demonstram sensibilidade e especificidade superiores em comparagdo com
outros testes consagrados [14]. Em adi¢do, PCR em tempor real apresenta vantagens sobre a
PCR convencional devido a reducdo de contaminacdo, a possibilidade de monitoramento da
reacdo em tempo real e a ndo necessidade de processos apos a reacdo, sendo possivel a sua
utilizacdo inclusive para medir a eficacia do tratamento da doenca por meio da quantificacdo
do DNA gendmico [12].

Um dos vieses envolvendo os métodos de PCR e PCR em Tempo Real, por outro lado, € a
necessidade de um e equipamentos especificos para a realizagdo da técnica com seguranca.
Tendo em vista esta necessidade estrutural, foi criado pela empresa indiana Molbio Diagnostics
Private Limited o sistema Truenat™ micro PCR em tempo real, constituindo-se em um kit para
rapida execucdo, o qual foi utilizado inicialmente para tuberculose, sendo estendido
posteriormente para outros patégenos, como Leptospira. Composto por cartuchos descartaveis
preenchidos por reagentes especificos para o patégeno, o formato de teste age através da
extracdo e purificacdo do &cido nucleico seguida pela amplificacdo do gene alvo
simultaneamente. Sua reacdo é comparada a da técnica de Real-Time PCR, porém em sistema
pratico e em tamanho pequeno [25] (Molbio Diagnostics Pvt. Ltd). Recentemente, um estudo
foi conduzido para avaliar a performance de PCR, PCR em tempo real e o Truenat™., Esta
pesquisa utilizou como alvo uma regido conservada do gene que codifica para proteina LipL32,
a principal proteina de membrana externa das leptospiras patogénicas, resultando em
especificidade e sensibilidade superiores a 95% ao utilizar o Kit rapido, semelhante a eficacia
dos outros dois métodos. Ao analisar os resultados, evidenciou-se que o Truenat™ pode ser
considerado um método confiavel para a deteccdo de leptospiras patogénicas, sem ter a
necessidade de méo de obra qualificada ou grande estrutura laboratorial [13].

Além desses, pode-se evidenciar a existéncia de outro método, que utiliza a amplificagdo

isotérmica mediada por Loop, o LAMP. Este método trata-se de um ensaio molecular
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econémico, que tem como principal vantagem a ndo amplificacdo de DNA irrelevante durante
as reacdes, pois amplifica apenas sequéncias de DNA especificas do alvo. Por necessitar
basicamente de uma incubadora, torna-se um método excelente para ambientes com estrutura
laboratorial limitada [14,26]. Em estudo recente, 0 método de LAMP foi utilizado para
amplificacdo de LipL32 obtendo especificidade de 93,2% e sensibilidade de 84,2%. A
utilizacdo do metodo LAMP permitiu também a obtencéo de informag6es importantes, como
a identificacdo de novos genes de leptospiras patogénicas, 0s quais ndo haviam ainda sido

listados na literatura [26]

4 CONSIDERACOES FINAIS

Por meio de pesquisa e leitura dos artigos selecionados na revisdo, com relatos e comparacdes,
torna-se clara a vasta gama de beneficios que se obtém ao utilizar tecnologia molecular como
ferramenta para o diagndéstico da leptospirose bovina. A analise expde também, as limitacdes
que se encontram ao utilizar unicamente testes sorolégicos na deteccdo de animais portadores
nos rebanhos, os quais séo disseminadores do agente para animais e humanos, podendo resultar
em graves prejuizos econdémicos e sanitarios. Dessa forma, evidencia-se que métodos
moleculares surgem como uma excelente alternativa para a detecgéo de animais portadores de
leptospira em todas as fases da cadeia produtiva, podendo ser usados em combinagdo com o

teste de MAT para o diagndstico de certeza da leptospirose bovina.
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Abstract

Background. Bovine leptospirosis is a worldwide zoonotic infectious disease, and it is
considered endemic in Brazil. It is one of the most important reproductive diseases in cattle.
microscopic agglutination test (MAT) is the most commonly diagnosis method for
leptospirosis, but it is an inadequate test for detecting an individual bovine carrier status. In this
study, the aim was to perform a urinary polymerase chain reaction (PCR) for detection of
leptospiral infection in asymptomatic bovine slaughtered in Pelotas city, RS, Brasil. Methods.
Urine samples were collected from 123 animals at the time of evisceration by direct vesical
punction and transported to the laboratory for PCR. Results. PCR demonstrated that 23/123
animals (18.7%) were positive on at least one of the tested targets (Lipl32 and 16SRNA) and
were considered Leptospira carriers. Conclusion. This work reveals important insights into a
one health context that bovines slaughtered in Pelotas city may be a potential source of
leptospirosis for humans, animals, and environment. Moreover, PCR in the format employed
here may be used for the leptospiral DNA detection in asymptomatic beef cattle in

slaughterhouses.
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INTRODUCTION

Leptospirosis is caused by pathogenic leptospires and affects animals and human. In bovine
herds, leptospirosis is a cause of the decreased animal production since animals may become
unapparent carriers and therefore serving as reservoirs of leptospiral infection. Moreover, it is
one of the most important reproductive diseases in cattle, including abortion and stillbirth.
Traditionally, bovines are maintenance hosts of strains in the Sejroe serogroup, which are
associated with the clinical findings and chronic reproductive form of leptospirosis [1].
Leptospiral isolation and culture from urine and other biologicals samples are considered as
standard techniques in the laboratorial diagnosis [2], but it is laborious and requires selective
media, so it is not used as a routine diagnostic tool [3]. Thus, Microscopic agglutination test
(MAT) is the most commonly diagnosis method performed and an acceptable serologic tool for
screening of leptospirosis on a based herd, but it is an inadequate test for detecting an individual
bovine carrier status [4]. In Brazil, the serological scenario of endemicity of bovine
leptospirosis has been reported [5,6].

According previous studies, molecular assays, as PCR, exhibit a sensitivity and specificity
between 60-100%, and may be reliably performed on a range of samples, including urine,
plasma, and renal tissues [7]. In last years, PCR has been used for the detection of leptospiral
DNA in clinical samples for identify leptospiral carriers in bovine livestock [8]. Considering
this context, the aim of our study was to perform a urinary PCR for detection of leptospiral
infection in asymptomatic bovine slaughtered in Pelotas city. Additionally, culture isolation

was used to determine the occurrence of chronic carriers of Leptospira.
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MATERIAL AND METHODS

The convenience sampling was randomly collected from 123 male animals belonging to eight
cities of Southern of Rio Grande do Sul (RS) State, Brazil. The slaughterhouse located in the
Pelotas (RS) was selected based in the average daily slaughter volume (>200 bovines). As
inclusion criteria, bovines should be adults (>18 months) and untreated for leptospirosis.
Additionally, demographic data and animals’ sanitary status were obtained from abattoir
records. Individual information of each animal was not available. A pre-slaughter inspection to
determine if all animals were free of clinical signs of leptospirosis was conducted by a
veterinarian inspector.

At the time of evisceration, urine samples were obtained by direct vesical punction with sterile
syringe and immediately chilled and transported to the laboratory for PCR. Additionally, few
drops of urine were inoculated into 5 mL of EMJH liquid medium (Difco, BD, Franklin Lakes,
NJ, USA) with 5- fluorouracil (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). These tubes were
maintained at room temperature and transported to the laboratory and cultures were incubated
at 29 °C for up to 3 months [9]. This study was approved by animal ethics committee (CEUA)
of Universidade Federal de Pelotas (0678-2017).

All genomic DNA (gDNA) were extracted from urine samples using the Brazol reagent (phenol
and guanidine thiocyanate, Nova Biotecnologia, Brazil) following manufacturer’s instructions.
The final product was diluted in 50 pl of buffer, after that were quantified through the UV light
spectrophotometer (NanoDrop®) to assess its quality with the parameters of purity and
concentration, therewith, a sample amount was taken for asses its quality (degradation) through
of 2.5% agarose gel electrophoresis. Once it was confirmed without degradation, these were
stored at -80 °C. Both amplicons were amplified using the following mixture: 5 ul of sample
buffer, 5 pul of MgCI2(50 mM), 4 ul of ANTP mix (2.5 mM), 0,5 pl of each primer forward and

reverse (25 pmol), 0.5 pl of Tag DNA Polimerase (5U/ul), and DNAse and RNase free water,
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and 2,5 pl (100 ng/ul) of gDNA in a total volume of 50 pl. The lipL32 gene was amplified with
primers (lipL32F 5-ATCTCCGTTGCACTCTTTGC-3 and lipL32R 5
ACCATCATCATCATCGTCCA-3") which generate a fragment of 472 bp. One cycle of initial
denaturation at 94 °C for three minutes, followed by 35 cycles of denaturation at 94 °C for 30
seconds, annealing the primers to 58 °C for 30 seconds and extension with 72 °C for 60 seconds
and final extension cycle at 72 °C for seven minutes [10]. Also, primers targeting the

16SRNA gene were used (16SRF 5- GGCGGC GCGTCTTAAACATG-3" and 16SRR 5-
TTCCCCCCATTGAGCAAGATT-3") which generate a fragment of 331 bp [11]. One cycle of
initial denaturation at 94 °C for three minutes, followed by 35 cycles of denaturation at 94 °C
for 1 minute, annealing the primers to 63 °C for 90 seconds and extension with 72 °C for two
minute followed by a final extension cycle at 72 °C for ten minutes [3]. To visualize the

fragments, the amplified products were submitted to U.V. light in a transilluminator.

RESULTS
PCR demonstrated that 23/123 animals (18.7%) were positive at least one of the tested targets
(Lipl32 and 16SRNA) and were considered Leptospira carriers. In other hand, leptospiral DNA

was detected in urine by PCR, but none isolate was obtained in our study after 3 months.

DISCUSSION

Our study describes an expressive number of carriers among cattle in Southern of Rio Grande
do Sul state, despite studies in abattoirs constitute a restricted population and geographic area.
Our results were in accordance with a previous study with cattle in Brazil which detected
leptospiral DNA in 21.6% of urine samples from bovines in Rio de Janeiro state [12]. However,
urine samples were obtained from animals without clinically apparent leptospirosis or from

herds with a historic of reproductive problems.
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The control measures to bovine leptospirosis should not be based only on the serological
diagnosis of the herd, due serology is not adequate for the individual detections of carriers, but
mainly on the use of rapid tests for the detection of animals that are spreading leptospires to the
environment. Isolation and culture of leptospires is laborious, low sensitivity, and
timeconsuming. In other hand, PCR has been demonstrated to be a useful tool for the diagnosis
of leptospirosis [13], due it is rapid and may be included in bovine leptospirosis diagnosis. For
the success of the leptospirosis control programs in rural properties, in comparison to the
serological methods, as MAT, PCR is a useful tool related to the detection of shedding animals.
Molecular tests can be routinely used during the acute leptospirosis phase since this early
detection of leptospirosis is essential for the initiation of prompt antibiotic treatment [4].
PCRbased assays have been developed and are commercially available for the diagnosis of
leptospiral infections. However, most of these test’s formats are not widely available and needs
laboratory quality control, which implies in its difficult implementation in several laboratories
[2].

LipL32 is found in pathogenic leptospires and is highly conserved and immunogenic, but it is
not found in saprophytic species. For this reason, LipL32 is a potential diagnostic reagent in
both serological and molecular assays [14]. Interestingly, in our results, of the 23 animals
detected as carriers of leptospiral DNA, all amplified the 16SRNA gene but 20 (16.3%) of them
also amplified the LipL32 gene. Thus, according to the results obtained in our study, we
hypothered that 3 (2.43%) animals could be carrying DNA from saprophyte leptospires.
However, the presence of inhibitors or technical failure cannot be discarded and may be related
to the any level of discrepancy between PCR-positive or negative.

Bovine leptospirosis is endemic in Brazil [5], and this can also be transmitted through direct
contact or consumption of contaminated food and water. In addition, leptospirosis affects

preferentially some exposed occupational activities as farmers, animal raisers, veterinarians,
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and slaughterhouse workers [15]. In this context, we have demonstrated in our study that PCR

in the format employed here may be used for the leptospiral DNA detection in asymptomatic

beef cattle in slaughterhouse.
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5 Consideracdes Finais

A partir do Artigo 1, evidenciamos uma série de vantagens na utilizacao de
testes moleculares no diagndstico de leptospirose. Estudos ressaltam o quanto a
sensibilidade e a especificidade podem chegar a 100% nos casos em que ha
comparacao entre os diferentes métodos sorolégicos e moleculares, e assim,
aumentar a acurécia do diagnostico da leptospirose.

No estudo apresentado no Artigo 2, a PCR no formato utilizado detectou DNA
leptospiral em 18.3% das amostras de urina. A partir desse resultado, esse estudo
demonstra a capacidade da bactéria em infectar tibulos renais, tornando os animais
infectados, mesmo que assintomaticos, potenciais disseminadores da bactéria.

Assim, de acordo com o exposto, podemos afirmar que métodos moleculares
sao ferramentas que auxiliam no diagnoéstico assertivo de leptospirose, elevando a

especificidade e sensibilidade obtidas em comparacéo a testes comumente utilizados.
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