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RESUMO

A leptospirose bovina ¢ uma doenga endémica nos rebanhos brasileiros, sendo os bovinos
considerados hospedeiros de manutengdo do sorovar Hardjo e as principais manifestagdes
clinicas nesta espécie estdo relacionadas a diminui¢do do desempenho reprodutivo. Esse
sorovar possui dois genotipos: Hardjobovis e Hardjoprajitno. O gendtipo Hardjobovis
pertence a espécie Leptospira borgpetersenii e o genétipo Hardjoprajitno a espécie Leptospira
interrogans. Apesar de ambos causarem problemas reprodutivos nos rebanhos bovinos de
todo o mundo, existem diferengas epidemioldgicas entre eles. A infec¢do causada pelo
genotipo Hardjobovis € caracterizada pela forma subclinica, ocasionando principalmente
aborto; enquanto que o genotipo Hardjoprajitno, caracteriza-se por ser mais patogénica
ocasionando problemas reprodutivos e também queda da produgdo de leite. Apesar de nao
corresponder com a classificagdo soroldgica, atualmente os melhores métodos de diagndstico
para a leptospirose sdo aqueles que utilizam ferramentas moleculares. O isolamento
bacteriologico, a correta caracterizagdo e identificagdo genética s3o extremamente
importantes para a compreensdo da etiologia, epidemiologia e patogénese das diferentes
espécies e gendtipos de leptospiras. O objetivo deste trabalho foi isolar e identificar
caracteristicas moleculares através do Multilocus variable-number tandem-repeat (VNTR)
analysis (MLVA) e o sequenciamento parcial do gene sec Y de duas cepas isoladas de
Leptospira em amostras de urina de bovinos naturalmente infectados de rebanhos leiteiros.
Foram selecionadas quinze vacas leiteiras reagentes no teste de soroaglutinagdo microscopica
(SAM) com titulos entre 400 e 800 para o sorovar Hardjo e historico de falha reprodutiva, tais
como aborto e infertilidade. As amostras de urina obtidas de cada animal foram
imediatamente semeadas em tubos contendo meio de cultura Ellinghausen-McCullough-
Johnson-Harris (EMJH). Das 15 amostras de urina avaliadas, duas leptospiras foram isoladas
e nomeadas Londrina 49 e Londrina 54. O perfil MLVA e o sequenciamento parcial do gene
sec Y caracterizaram os isolados como L. borgpetersenii sorovar Hardjo genotipo Hardjobovis
diferenciando-os da cepa de referéncia Hardjoprajitno. Este ¢ o primeiro isolamento da L.
borgpetersenii sorovar Hardjo gendtipo Hardjobovis obtido no Brasil e na América Latina.
Portanto, mais estudos sdo necessarios incluindo o isolamento e caracterizagdo molecular de
cepas regionais para obter um melhor conhecimento sobre a epidemiologia do sorovar Hardjo
em bovinos o que podem ajudar em futuras estratégias de prevencdao e controle da
leptospirose bovina.

Palavras-chave: Diagnoéstico. Cultura bacteriana. Leptospira borgpetersenii. Identificagdo de
isolados.
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ABSTRACT

Bovine leptospirosis is an endemic disease in bovine Brazilian herds, and the cattle are
considered the serovar Hardjo maintenance hosts and the clinical manifestations in this
species are related to decreased reproductive performance. This serovar has two genotypes:
Hardjobovis and Hardjoprajitno. The genotype Hardjobovis belongs to the specie Leptospira
borgpetersenii and Hardjoprajitno genotype to the specie Leptospira interrogans. Although
both cause reproductive failure in cattle herds around the world, there are epidemiological
differences between them. The infection caused by Hardjobovis genotype is characterized by
subclinical form, especially causing abortion; while Hardjoprajitno genotype, is more
pathogenic causing reproductive problems and also decreased milk production. Although not
correspond with the serological classification, currently the best diagnostic methods for
leptospirosis are those using molecular tools. The bacterial isolation, the correct
characterization and genetic identification are important for understanding the etiology,
epidemiology and pathogenesis of the different specie and genotype of Leptospira. The
objective of this study was to isolate and identify molecular characteristics through Multilocus
variable-number tandem repeat (VNTR) analysis (MLVA) and sequencing of the sec Y partial
gene of two isolated strains of Leptospira in urine samples from bovine naturally infected of
dairy herds. Fifteen dairy cows reagents in the microscopic agglutination test (MAT) with
titles between 100 and 800 for the serovar Hardjo and history of reproductive failure were
selected, such as abortion and infertility. The urine samples obtained from each animal were
immediately seeded in tubes containing culture medium Ellinghausen-McCullough-Johnson-
Harris (EMJH). The identification of the isolates was performed by Multilocus variable-
number tandem-repeat (VNTR) analysis (MLVA) technique and phylogenetic analysis of
partial sequence of gene sec Y. From the 15 urine samples evaluated, two leptospiras were
isolated and named Londrina 49 and Londrina 54 strains. The MLVA profile and partial
sequencing of gene sec Y characterized the isolates as L. borgpetersenii serovar Hardjo
genotype Hardjobovis differing them from Hardjoprajitno reference strain. Therefore, more
studies are needed including isolation and molecular characterization from regional strains to
obtain a better knowledge about epidemiology of serovar Hardjo in bovine which may assist
in future strategies of prevention and control of bovine leptospirosis.

Keywords: Diagnosis. Bacterial culture. Leptospira borgpetersenii. Typing isolates.
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1 INTRODUCAO

A leptospirose ¢ uma doenca infectocontagiosa que acomete animais e
humanos, causada por qualquer espécie patogénica de bactérias do género Leptospira spp.
(FAINE et al, 1999), sendo uma das principais enfermidades causadoras de problemas
reprodutivos em bovinos no Brasil e no mundo (BRASIL, 1995; CHIARELI et al, 2012).
Nesta espécie, a disseminagdo e a manutencdo da leptospirose sdo caracterizadas
principalmente pela presenca de animais infectados ou portadores assintomaticos que
eliminam a bactéria pela urina, descargas cérvico-vaginal, fetos abortados e placenta (FAINE
et al. 1999). A leptospirose bovina ¢ uma doenca endémica nos rebanhos brasileiros e os
bovinos considerados hospedeiros de manutencdo do sorovar Hardjo. As principais
manifestagdes clinicas nesta espécie estdo relacionadas a diminuicdo do desempenho
reprodutivo, caracterizado por abortos, morte embrionaria, repeticdo de cios, natimortos,
nascimento de bezerros fracos, infecgdes (metrite e mastite) e diminuicdo temporaria da
producao leiteira (CERVANTES et al. 2002).

O sorovar Hardjo possui dois genotipos: Hardjobovis e Hardjoprajitno. O
genétipo Hardjobovis pertence a espécie Leptospira borgpetersenii e o gendtipo
Hardjoprajitno a espécie Leptospira interrogans. Apesar de ambos causarem problemas
reprodutivos nos rebanhos bovinos de todo mundo, existem diferencas epidemiologicas entre
eles (BULACH et al., 20006).

Para um diagnostico preciso da infecgdo por Leptospira em bovinos ¢
necessario o isolamento e tipificacdo do sorovar prevalente no rebanho. No entanto, na
maioria dos estudos publicados no Brasil, sdo realizados apenas inquéritos sorologicos através
da soroaglutinagdo microscopica (SAM), devido a dificuldade da obtengdo do isolamento para
a identificagdo do agente (CHIARELI et al, 2012). No entanto, a SAM apresenta algumas
limitagdes, além de ndo permitir a identificagdo do genotipo especifico, pode gerar reagdes
cruzadas entre espécies do género Leptospira com caracteristicas antigénicas similares, alto
custo de manuten¢ao de uma bateria de leptospiras vivas, necessidade de representantes de
diversos sorogrupos ¢ realizacdo de repiques semanais (CUMBERLAND et al., 1999;
HEINEMANN et al., 1999; RIBEIRO et al., 1996, SMYTHE et al., 2002; SUGUNAN;
VIJAYACHARI; SEHGAL, 2001).

Para realizar a caracterizagdo e tipificacdo das cepas e das amostras isoladas
de leptospiras sdo utilizadas técnicas moleculares, entre elas, a multiple-locus variable-

number tandem repeat analysis (MLVA) (MAJED et al., 2005). Salaiin et al. (2006)



13

melhoraram a MLVA descrita por Majed et al (2005) para permitir a tipificacdo ndo sé de
cepas da L. interrogans, mas também daquelas pertencentes as outras duas espécies
patogénicas, L. borgpetersenii e L. Kirschneri.

Apesar de ndo corresponder com a classificacdo soroldgica, atualmente os
melhores métodos de diagnostico para a leptospirose sdo aqueles que utilizam ferramentas
moleculares, como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), o MLVA e o sequenciamento
genético da espécie. Segundo Lilenbaum e Martins (2014), o isolamento bacterioldgico, a
correta caracterizacdo e a identificacdo genética sdo extremamente importantes para a

compreensdo da etiologia, epidemiologia e patogénese das diferentes espécies de leptospiras.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ASPECTOS HISTORICOS

O primeiro relato de leptospirose em bovinos foi na Russia, por Mikhin e
Azhinov (1935), onde leptospiras foram isoladas de bezerros com hemoglobinuria infecciosa
aguda. A partir de entdo, pesquisadores de diferentes paises comecaram a investigar a
ocorréncia da leptospirose nesta espécie animal (YANAGAWA et al., 1955).

No final da década de 50, surgiram os primeiros trabalhos sobre a
leptospirose bovina no Brasil, com a identificagdo da infeccdo 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). Varios estudos de prevaléncia foram realizados demonstrando que a doenga esta
presente nos rebanhos bovinos brasileiros (HASHIMOTO et al., 2012; SILVA et al., 2012).
Dentre eles, Favero et al. (2001) analisaram exames de SAM efetuados no periodo de 1984 a
1997 em 31.325 bovinos de 1920 propriedades distribuidas em 540 municipios de 21 estados
do Brasil e os resultados revelaram que 84,1% das propriedades ¢ 94,18% dos municipios

apresentavam pelo menos uma amostra positiva para a leptospirose.

2.2 TAXONOMIA E CLASSIFICACAO

A leptospirose ¢ uma doenga infectocontagiosa causada por bactérias
pertencentes a Ordem Spirochaetales, a familia Leptospiraceae e ao género Leptospira.
Atualmente, dois tipos de classificacdo coexistem: uma baseada em caracteristicas genéticas e
a outra em caracteristicas antigénicas (LEVETT, 2001).

A classificagdo soroldgica das leptospiras adota critérios relacionados a
reacOes sorologicas relativamente especificas que fornecem os sorogrupos e sorovares de
leptospiras patogénicas e saprofitas (QUINN et al., 1994). O género Leptospira foi
inicialmente dividido, com base em caracteristicas antigénicas em duas espécies: Leptospira
interrogans, que engloba grande ntimero de sorovariedades patogénicas e Leptospira biflexa
sorovariedades de comportamento saprofita (LEVETT, 2001). Esta divisdo, com critérios
relacionados as reagdes sorologicas, apresenta na atualidade mais de 320 sorovares de

leptospiras patogénicas e saprofitas (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010). O
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polissacarideo “O” do lipopolissacarideo (LPS) ¢ considerado um importante determinante
antigénico e por isso utilizado para a classificagdo soroldgica (FAINE, 1994). Cada sorovar ¢
representado por uma cepa de referéncia, o qual ¢ determinado por testes de aglutinacio
cruzada e teste de absor¢do de aglutininas. Foi definido, em 1987, pelo Subcomité de
Taxonomia de leptospirose que duas cepas pertencem a um mesmo sorovar se menos de 10%
dos anticorpos homologos permanecerem em ambos os soros apds a absor¢do. Deste modo,
duas cepas pertencem a sorovares diferentes quando 10% ou mais dos anticorpos homologos
persistirem em pelo menos um dos dois antissoros apds a absor¢do. Os sorovares que
apresentarem alguma semelhanga sorologica, mas com diferengas antigénicas individuais, sao
reunidos em sorogrupos (FAINE et al., 1999) (Tabela 1).

A utilizacdo de ferramentas de biologia molecular proporcionou uma nova
perspectiva a taxonomia das leptospiras. Yasuda et al. (1987) mostraram a presenga de
heterogeneidade gendmica dentro do género Leptospira e propuseram novas espécies
gendmicas patogénicas e saprofitas baseadas na homologia do seu DNA. Nesta primeira
classificagdo baseada na diferenciacio molecular entre os diversos sorovares, o género
Leptospira foi dividido em seis espécies patogénicas: L. borgpetersenii, L. interrogans, L.
noguchii, L. santarosai, L. weilli e L. kirschneri; inclusas nas genomospécies (QUINN et al.,
1994). Segundo Baranton (1998), o grupo de Genética Molecular de Leptospiras do Instituto
Pasteur de Paris, utilizando o método de hidroxiapatita no estudo da relagdo entre o DNA dos
diversos sorovares de leptospiras, propds um modelo de classificacdo em espécies gendmicas
ou genomospécies, incluindo novas espécies as acima citadas. Atualmente, com a facilidade
do sequenciamento genético foram descobertos novos sorovares € novas espécies sendo
aceitas 23 genomospécies: L. biflexa, L.meyeri, L. wolbachii, L. noguchi, L. interrogans, L.
inadai, L. weilii, L. borgpetersenii, L. santarosai, L. kirshneri, L. fainei, L. alexanderi, L.
broomii, L. wolffii, L. kmetyi, L. licerasiae, L. alstonii (genomospécies 1), L. idonii, L.
terpstra (genomospécies 3), L. vanthielii (genomospécies 4), L. yanagawae (genomospécies
5), L. mayottensis, Turneriella parva (LEVETT; SMYTHE, 2014; PARTE, 2016). No
entanto, as genomospécies de Leptospira nao correspondem obrigatoriamente aos sorogrupos
e sorovares existentes na classificagdo soroldgica, pois os estudos realizados incluiram
multiplos gendtipos de alguns sorovares em diferentes genomospécies, demonstrando a
heterogeneidade genética dentro dos sorovares (BRENNER et al., 1999; FERESU et al.,
1999) (Tabela 2). Por isso, a classificagdo molecular é problematica para o microbiologista
clinico, sendo incompativel com o sistema de sorogrupos utilizados ha muitos anos pelos

clinicos e epidemiologistas (LEVETT, 2001).



Tabela 1 - Sorogrupos e alguns sorovares de Leptospira interrogans lato sensu.

Sorogrupos Sorovariedades
Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae, Copenhageni, Lai, Zimbabwe
Hebdomadis Hebdomadis, Jules, Kremastos
Autumnalis Autumnalis, Fortbragg, Bim, Weeransinghe, Butembo
Pyrogenes Pyrogenes

Bataviae Bataviae, Brasiliensis
Grippotyphosa Grippotyphosa, Canalzonae, Rratnapura
Canicola Canicola

Australis Australis, Bratislava, Lora

Pomona Pomona

Javanica Javanica

Sejroe Serjroe, Saxkoebing, Hardjo, Wolffi
Panama Panama, Mangus

Cynopteri Cynopteri

Djasiman Djasiman, Sentot

Sarmin Sarmin

Mini Mini, Gedrgia

Tarassovi Tarassovi

Ballum Ballum, Aroberea, Castellonis
Celledoni Celledoni

Louisiana Lousiana, Lanka

Ranarum Ranarum

Manhao Manhao

Shermani Shermani

Hurstbridge Hurstbridge

Fonte: Adaptado de Lafeta, 2010.
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Sorogrupos Genomospécies

Andamana L. biflexa

Australis L. interrogans, L. noguchii, L. borgpetersenii, L. Kirschneri
Autumnalis L. interrogans, L. noguchii, L. satarosai, L. borgpetersenii, L. Kirschneri
Ballum L. borgpetersenii

Bataviae L. interrogans, L. noguchii, L. satarosai, L. borgpetersenii, L. Kirschneri
Canicola L. interrogans, L.inadai, L. Kirschneri

Codice L. wolbachii

Cynopteri L. satarosai, L. Kirschneri

Djasiman L. interrogans, L. noguchii, L. Kirschneri
Grippotyphosa L. interrogans, L. satarosai, L. Kirschneri

Hebdomadis L. interrogans, L. satarosai, L. Kirschneri, L. weilli, L. borgpetersenii, L. alexanderi
Hurstbridge L. fainei

Icterohaemorrhagiae L. interrogans, L. satarosai, L. Kirschneri, L. weilli, L.inadai
Javanica L. weilli, L. satarosai, L. borgpetersenii, L. meyeri, L.inadai, L. alexanderi
Lousiana L. interrogans, L. noguchii

Lyme L.inadai

Manhao L. weilli, L.inadai, L. alexanderi

Mini L. interrogans, L. satarosai, L. borgpetersenii, L. weilli, L. alexanderi, L. meyeri
Panama L. noguchii, L.inadai

Pomona L. interrogans, L. noguchii, L. satarosai, L. Kirschneri
Pyrogenes L. interrogans, L. noguchii, L. satarosai, L. weilli, L. borgpetersenii
Ranarum L. interrogans, L. meyeri

Sarmin L. interrogans, L. satarosai, L. weilli

Sejroe L. interrogans, L. satarosai, L. weilli, L. Kirschneri, L. borgpetersenii, L. meyeri
Semaranga L. meyeri, L. biflexa

Shermani L. noguchii, L. satarosai, L.inadai

Tarassovi L. noguchii, L. satarosai, L.inadai, L. weilli, L. borgpetersenii

Fonte: Lafeta, 2010

2.3 ASPECTOS BIOLOGICOS

As leptospiras sdo bactérias espiraladas, muito finas (0,1 um de didmetro) e

com comprimento variando de 6 a 20 um, apresenta as extremidades em forma de gancho e

dois filamentos axiais (flagelo periplasmico) que facilitam sua motilidade (QUINN et al.,

1994). A organizagdo estrutural e a composi¢cdo quimica dessas bactérias sao semelhantes as

de outras bactérias Gram-negativas: membrana externa que envolve toda a célula, os

filamentos axiais denominados de flagelos periplasmaticos e os cilindros protoplasmaticos,

que incluem a membrana celular e a capa de peptidioglicano da parede celular (FAINE,



18

1982). Possui também um envelope externo que ¢ composto por LPS e mucopeptideos
antigénicos (GREENE, et al., 2006). A visualizacao de leptospiras em preparagdo a fresco so
¢ possivel por microscopia de campo escuro e de contraste de fase e também apresenta
afinidade tintorial pelos corantes argénticos (BEER, 1999; BRASIL, 1995; FAINE et al.,
1999).

As leptospiras sao micro-organismos aerobios estritos e crescem muito bem
em temperaturas de 28 a 30°C; possuem multiplicagdo e crescimento lentos, com tempo de
geracdo em torno de sete a 12 horas; e sdo exigentes no que se refere a meios nutritivos
(HANSON, 1982). Uma cultura em meio liquido leva de cinco a sete dias para atingir
crescimento satisfatorio para ser utilizada como antigeno (BEER, 1999; FAINE et al., 1999).
As leptospiras sdo pouco resistentes a luz solar direta, aos desinfetantes comuns e aos
antissépticos; € no meio ambiente, os sorovares patogénicos requerem para sua sobrevivéncia
solo com pH em torno de 7,2 a 7,4 e com bastante umidade. Todas as leptospiras sdo sensiveis
em pH acido de 6,8 ou menos, porém sobrevivem em condigdes alcalinas em pH entre 7,8 e

7,9 (FAINE et al., 1999).

2.4 ASPECTOS MOLECULARES

Atualmente, seis genomas completos do género Leptospira estdo
disponiveis em bancos publicos de dados: as saprofitas L. biflexa cepa Paris e L. biflexa cepa
Ames (PICARDEAU et al., 2008); e as patogénicas, L. interrogans cepa L1-130 ¢ L.
interrogans cepa Lai (NASCIMENTO et al., 2004); L. borgpetersenii cepa L550 e L.
borgpetersenii cepa JB197 (BULACH et al., 2006).

Ambas as espécies patogénicas sequenciadas possuem dois cromossomos
circulares, sendo um maior e outro menor, com aproximadamente 4,3 Mb e¢ 350 Kb na L.
interrogans, ¢ 3,6 Mb e 300 Kb na L. borgpetersenii (NASCIMENTO et al., 2004). A espécie
saprofitica, L. biflexa, possui além de dois cromossomos, com 3,6 Mb ¢ 270 Kb, um terceiro
replicon circular denominado P74, ausente nas leptospiras patog€nicas, com
aproximadamente 74 Kb. No inicio, o replicon P74 foi considerado um cromossomo
(PICARDEAU et al., 2008), mas embora possua genes essenciais de metabolismo basal
presente no cromossomo maior das espécies patogénicas, hoje ele ¢ considerado um elemento
extracromossomal ou plasmideo (XUE; YAN; PICARDEAU, 2009).

Picardeau et al. (2008), compararam os sequenciamentos destas 3 espécies

demonstraram que 61% dos genes estdo presentes em todos os genomas sequenciados e



19

distribuidos nos dois cromossomos circulares da Leptospira. Considerando que os
mecanismos moleculares da patogénese das leptospiras ainda sao desconhecidos, e que 893
dos 1431 genes exclusivos das espécies patogénicas, sem ortologos em L. biflexa ndo tém
funcdo definida, estes autores sugeriram que esse conjunto de genes pode representar os genes
responsaveis pela patogénese.

Outro dado obtido dos estudos gendmicos ¢ a ocorréncia de um grande
namero de elementos genéticos méveis (IS — insertion sequences). Ha mais de 120 IS no
genoma de L. borgpetersenii, 26 na L. interrogans sorovar Copenhageni, 57 no sorovar Lai e
9 na L. biflexa. Esse indicativo de plasticidade gendmica sugere a participagao dos IS no
processo de diferenciacdo das espécies do género Leptospira (PICARDEAU et al., 2008).
Uma das teorias ¢ que os IS tenham participagdo na redugdo gendmica da L. borgpetersenii,
que ¢ 16% menor que da espécie L. interrogans (BULACH et al., 2006). Assim, varios
estudos dos genes que codificam proteinas imunogénicas e virulentas estdo sendo realizados
para uma melhor compreensdao da patogenia da leptospirose e para o desenvolvimento de

vacinas (VIEIRA, 2008; HASHIMOTO, 2012).

2.5 MEIOS DE CULTURA

Existem varios meios de cultura artificiais para o isolamento e manutencao
de leptospiras, podendo se apresentar tanto na forma liquida (a mais utilizada) quanto nas
formas semi-solida ou solida (SOBOLEVA, 1983; ADLER et al., 1986; FAINE et al., 1999).
Para o isolamento ou manutencdo dos sorovares mais fastidiosos sdo utilizados suplementos
como o Tween 80 e a adicdo de albumina sérica bovina (BSA) fracdo V (ADLER et al.,
1986), ou soro de coelho (FAINE et al., 1999). Muitos meios liquidos contendo soro de
coelho ja foram descritos por Fletcher, Korthoff, Noguchi e Stuart (TURNER, 1970). O meio
mais utilizado atualmente ¢ o EMIJH (ELLINGHAUSEN; MCCULLOUGH, 1965;
JOHNSON; HARRIS, 1967), este ¢ comercializado por varios laboratorios e ja contém
Tween 80 e BSA.

Outro meio de cultura empregado ¢ o descrito por Turner (TURNER, 1970),
onde a base ¢ o EMJH, com algumas modificagdes (ALVES et al., 1996). A adi¢ao do
antibiotico S-fluorouracil (um andlogo da pirimidina), inibe o crescimento de micro-
organismos contaminantes, sendo muito utilizado na preparacdo de meios seletivos e na
descontaminacdo de culturas, pois as leptospiras ndo incorporam bases pirimidicas

(JOHNSON; FAINE, 1984).
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2.6 EPIDEMIOLOGIA

A distribuicdo da leptospirose ¢ cosmopolita, porém sua ocorréncia ¢
favorecida em regides de clima tropical e subtropical, onde as elevadas temperaturas e os altos
niveis pluviométricos favorecem a sobrevivéncia do micro-organismo (FAINE et al., 1999). A
ocorréncia da leptospirose ¢ variavel em diferentes partes do mundo, podendo ser observada
tanto a forma esporadica quanto a endémica (BATISTA et al., 2004).

A leptospirose pode ser dividida quanto a relagdo sorovar/hospedeiro. Os
animais, incluindo o homem, podem ser divididos em hospedeiro de manutengao e hospedeiro
acidental, sendo a doenga mantida na natureza pela infeccao cronica dos tibulos renais dos
hospedeiros de manutengdo (LEVETT, 2001). Apesar de cada sorovar de Leptospira ser
adaptado a um determinado animal ou espécie (hospedeiro de manutengao), este pode servir
como fonte de infec¢do para animais de outras espécies que se tornarao hospedeiros acidentais
(ELLIS, 1995; RADOSTITS et al., 2002).

Os roedores sdo os principais mantenedores tanto da leptospirose urbana
quanto da leptospirose do meio rural, pois ndo morrem em decorréncia da infec¢do. Sua urina
e o tecido renal com pH alcalino sdo favoraveis para a sobrevivéncia do micro-organismo,
permitindo uma colonizacao nos tubulos renais e eliminagdo da bactéria via urina por toda sua
vida (SILVA, 1998). Os ratos, principalmente o Rattus norvergicus sdo reservatorios de
sorovares dos sorogrupos Icterohaemorrhagiae e Ballum. Outros animais também podem ser
hospedeiros de manutencao (reservatorios). Os bovinos podem abrigar os sorovares Pomona,
Hardjo e Grippotyphosa; os ovinos, Hardjo ¢ Pomona; os suinos, Pomona, Bratislava e
Tarassovi; e os cdes o sorovar Canicola (BARCELLOS et al., 2003; BHARTI et al., 2003).
Conhecer os sorovares prevalentes e os hospedeiros de manutencdo de cada regido ¢ muito
importante para o entendimento epidemiolégico da doenga, pois a prevaléncia de diferentes
sorovares dentro de uma populagdo depende dos reservatorios presentes nessa regiao e dos
sorovares que eles albergam (BHARTI et al., 2003). O sorovar Hardjo ¢ considerado o mais
adaptado a espécie bovina, que pode comportar-se como reservatorio, pois uma vez
introduzido em um rebanho, este sorovar estabelece niveis varidveis de infec¢do, podendo
persistir por longos periodos (HATHAWAY et al., 1986).

Na década de 80, o sorovar Hardjo foi incluido nas baterias de antigeno dos
laboratorios do Brasil para a realizagdo da SAM, com isso mais pesquisas foram realizadas
para melhor compreensdo epidemiologica deste sorovar nos rebanhos brasileiros. O sorovar

Hardjo passou a ser detectado como o mais prevalente na espécie bovina na Europa, na
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Oceania e também nas América (Norte e Sul) e incluindo o Brasil (LILENBAUM, 1996;
BOLIN; ALT, 1999). No Brasil, este sorovar ¢ considerado um dos mais difundidos nesta
espécie animal (CASTRO et al., 2008; FIGUEIREDO et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2009;
HASHIMOTO et al., 2012). Sua transmissdo ocorre principalmente pelo contato direto com a
urina contaminada e os animais infectados podem eliminar o agente por varios meses mesmo
ap6s a sua cura clinica (FAINE et al., 1999). A infeccdo do sistema genital da fémea e do
macho também ¢ outra forma de manutencdo da leptospirose nos rebanhos bovinos, pois a
eliminagdo do micro-organismo também pode ocorrer através de descargas uterinas pos-
aborto, feto ou placenta infectada, infecgdes uterinas e sémen (ELLIS, 1994).

Os outros sorovares encontrados, como Bratislava e Pomona, estdo
relacionados as chamadas infec¢des acidentais ¢ envolvidas com o contato direto ou indireto
do bovino com outras espécies, principalmente suinos, além de outras variaveis, como indice
pluviométrico, regido geografica e sistema de producdo adotado na propriedade

(LILENBAUM; SANTOS, 1995).

2.7 PATOGENIA E SINAIS CLINICOS

A patogenia das leptospiras inclui a penetracao ativa dos micro-organismos
pelas mucosas (ocular, digestiva, respiratéria, genital), pele escarificada e inclusive pele
integra, em condi¢des que favoregam a dilatagdo dos poros (MANUAL DE LEPTOSPIROSE,
1997). Apos a penetragdo, ocorre a multiplicacdo no espago intersticial € nos humores
organicos (sangue, linfa e liquor), caracterizando um quadro agudo septicémico denominado
de leptospiremia (MYYERS, 1985). A extensdo dos danos causados aos orgaos internos ¢
varidvel e depende da viruléncia do sorovar e suscetibilidade do hospedeiro, entretanto como
a Leptospira spp. se replica e persiste nas células epiteliais dos tibulos renais a colonizagio
renal ocorre na maioria dos animais infectados (MATHEWS; MONTEITH, 2007), local onde
o agente fica protegido da imunidade humoral (FAINE et al, 1999). A partir desta localiza¢ao
as leptospiras passam a ser eliminadas na urina (leptospiraria) por periodos variaveis entre
dias a anos. Tal fato explica a existéncia de portadores renais, fator primordial na
epidemiologia da leptospirose, onde a transmissdao ocorre pela exposi¢do a urina de animais
infectados (PLANK; DEAN, 2000; ACHA; SZYFRES, 2003).

Nos bovinos, além de permanecerem nos tibulos renais, ocorre a
colonizacdo de diferentes estruturas do aparelho genital das fémeas bovinas (litero, ovario,

oviduto e vagina) e dos machos (testiculos, epididimo e vesicula seminal), comprometendo o
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desempenho reprodutivo (ELLIS, 1994, FAINE et al., 1999). Os abortamentos causados pelo
sorovar Hardjo podem ocorrer em qualquer fase da gestacdo, além aumentar as perdas
embriondrias e, consequentemente, ao aumento do numero de doses de sémen utilizadas por
prenhez (FAINE, 1982; ELLIS, 1984; ELLIS et al., 1985). Os sinais clinicos da leptospirose
em bovinos podem ser divididos em duas fases distintas: a aguda, que coincide com a
leptospiremia e observada com maior frequéncia em rebanhos jovens e a cronica, de
ocorréncia mais tardia, e com sinais mais evidentes no trato genital causando falhas
reprodutivas (ELLIS, 1984). Esta ultima fase, geralmente associada ao sorovar Hardjo
gendtipo Hardjobovis, pode resultar em abortamentos, natimortalidade, nascimento de
bezerros debilitados e, raramente, mumificagdo fetal (DHALIWAL et al., 1996). A fase aguda
em vacas leiteiras caracteriza-se por febre transitéria e queda brusca na producdo leiteira por
um periodo de dois a dez dias. Esta manifesta¢dao ¢ chamada "milk drop syndrome", na qual o
leite apresenta consisténcia de colostro, com coagulos espessos de coloragdo amarelada e alta
contagem de células somaticas. O ubere pode apresentar-se edematoso e flacido a palpagao,
com comprometimento dos quatro quartos, podendo ou ndo estar acompanhado de sinais
clinicos, retornando ao normal em média duas semanas apds o inicio das alteragdes, com ou
sem tratamento. Estes sinais clinicos exacerbados ocorrem com maior frequéncia na infecg¢ao
causada pelo sorovar Hardjo gendtipo Hardjoprajitno ou outros sorovares ndo adaptados ao
bovino (HIGGINS; HARBOUNE; LITTLE, 1980; PEARSON; MACKIE; ELLIS, 1980;
BOLIN; ALT, 1999).

2.8 DIAGNOSTICO

Devido a maioria dos sinais clinicos da leptospirose ser inespecificos, o seu
diagnéstico ¢ dificil e depende de uma variedade de exames sorologicos, microbiologicos e
moleculares para sua confirmacao (LEVETT, 2001). A deteccdo de anticorpos especificos
pode ser realizada através da SAM, de ensaios de hemaglutinacio indireta (IHA) ou ensaios
imunoenzimaticos (ELISA); ja a bactéria e seus componentes podem ser detectados na urina
ou tecidos por cultura, microscopia de campo escuro, imunocoloragdo ¢ PCR (BHARTI et al.,
2003; FAINE et al., 1999; LEVETT, 2001).

O diagnodstico bacterioldgico procura detectar o agente etiologico por
métodos diretos através da observagdo em microscopio de campo escuro ou por coloracao,

isolamento do agente em meios de cultura especificos, imunofluorescéncia direta ¢ imuno-
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histoquimica. Entretanto, cada metodologia tem suas vantagens e desvantagens dependendo
de sua praticidade e aplicabilidade (LEVETT, 2001).

As leptospiras sdo dificeis de serem coradas pelos métodos tradicionais,
como o método de Gram, e suas dimensdes reduzidas ndo sdo visualizadas por microscopia
optica convencional (AVELAR; PEREIRA, 2005). Entretanto, técnicas especificas como
microscopia de campo escuro ou contraste de fase (FAINE, 1982), coloracao por prata ou por
conjugados imunocorados com fluoresceina ou imuno-histoquimica facilitam a sua
visualizacdo (ADLER; FAINE, 2005). O principal objetivo destes exames ¢ a observacao da
morfologia e motilidade caracteristicas das espiroquetas. Na Medicina Veterindria, o fluido
mais utilizado € a urina onde as leptospiras podem ser observadas na segunda semana de
infec¢do, ou em periodos posteriores, em casos de pacientes que sdo portadores renais. Porém,
o exame direto da urina em microscopia de campo escuro tem baixa sensibilidade devido a
eliminagdo intermitente da bactéria na urina, além de artefatos de técnica e outras estruturas
presentes na amostra que podem ser confundidos com leptospiras (WHO, 2003). Outra
desvantagem ¢ o curto periodo entre a coleta da urina e a realizacdo do exame, pois se o pH
for 4cido ird lisar as leptospiras gerando resultados falsos negativos (BOLIN; ZUENER;
TRUEBA, 1989).

O isolamento da Leptospira spp. ¢ considerado o diagndstico definitivo da
leptospirose e a partir da obten¢@o do seu cultivo € possivel realizar a identificagdo do sorovar
infectante (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010). Entretanto, a cultura das
leptospiras apresenta varias limitagdes, como a complexidade dos meios de cultura, a
necessidade de semear o material imediatamente apds a coleta, o longo tempo de geragao da
bactéria além da dificuldade em obter amostra livre de contaminantes (LILENBAUM, 1996).
As culturas sdo incubadas a uma temperatura de 30°C e examinadas semanalmente por
microscopia de campo escuro durante pelo menos 13 semanas. Amostras com possivel
contamina¢do podem ser inoculadas em meios de cultura seletivos contendo antibidticos
(FAINE et al., 1999; LEVETT, 2001; ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010). Na
espécie bovina, as leptospiras foram isoladas principalmente em amostras de urina, rim, itero
e produtos de abortamento de bovinos (ELLIS et al., 1982).

Dentre os métodos baseados na deteccdo de anticorpos anti-Leptospira
alguns testes de ELISA foram desenvolvidos utilizando uma grande variedade de preparagdes
antigénicas a partir de lipoproteinas recombinantes, como LipL32, LigA, ou de outras

proteinas da membrana externa como OmpL1. No entanto, a sensibilidade e a especificidade
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nao coincidem com aqueles da SAM e a realizacdo somente do ELISA nao ¢ recomendado
(ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010).

A SAM ¢ o exame recomendado pela Organizagdo Mundial de Saude e o
teste mais utilizado por pesquisadores de todo o mundo para o diagnéstico da leptospirose. E
considerado o “padrao ouro” para o diagndstico da leptospirose porque € incomparavel a
outros testes devido a sua alta especificidade (sorovar/sorogrupo), de acordo com WORLD
HEALTH ORGANIZATION — ILS (2003). A técnica consiste na reagdo entre anticorpos
presentes no soro do paciente com suspensdes de antigenos vivos de sorovares. Apods
incubacdo sdo examinados microscopicamente para a observagdo da aglutinagdo e o resultado
¢ apresentado em titulos de anticorpos (LEVETT, 2001). Para a correta interpretacdo deste
teste deverao ser considerados tais fatores como: reacdes cruzadas entre sorovares, vacinacao
recente e o inicio da fase aguda da enfermidade (BOLIN, 1996). Entre as desvantagens desta
técnica, pode ainda ser citada a falta de contribui¢ao efetiva para o diagndstico precoce, o alto
custo de manutencao de uma bateria de leptospiras vivas, a necessidade de representantes de
diversos sorogrupos e a realizacdo de repiques semanais (RIBEIRO et al.,, 1996). O
laboratério deve manter cepas circulantes da regido, mas mesmo assim podem aparecer casos
onde a infecgdo ¢ causada por uma nao circulante (WHO, 2003).

Portanto, em vista da necessidade do desenvolvimento de métodos que
oferecam maior sensibilidade, especificidade e rapidez, aumentou-se o uso de técnicas
moleculares para a deteccdo de leptospiras (MAGAJEVSKI, 2002). De acordo com Anzai
(2006), a PCR vem sendo utilizada de forma crescente para o diagnostico precoce da
leptospirose no homem e em diversas espécies animais, por ser um meio eficaz de diagnostico
antes do desenvolvimento do titulo do anticorpo ou quando os titulos estdo baixos e o curso
clinico confuso. A técnica de PCR apresenta alta sensibilidade e especificidade, permitindo
amplificar quantidades minimas de DNA do micro-organismo em diversos tipos de amostras
biologicas, tais como soro, liquor, urina, fezes e tecidos (BAL et al., 1994). Uma das
vantagens ¢ a agilidade no diagnostico de doencas agudas (SMYTHE et al., 2002) e uma
alternativa para deteccao de leptospiras em materiais de dificil isolamento, tais como o sémen
nas centrais de inseminacao artificial (GOTTI, 2006). Para sua execugdo a PCR necessita de
primers especificos que permitam a amplificagio da maioria das cepas patogénicas ou
potencialmente patogénicas (JOUGLARD, 2005). Varios pares de primers tém sido descritos,
frequentemente baseados nos genes 16S ou 23S rRNA e em elementos de repeticdo em
tandem da bactéria (LEVETT, 2001; HEINEMANN et al., 1999). No entanto, estes testes

ainda estdo sendo padronizados e nao sdao aceitos como métodos de referéncia (LEVETT,
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2001; BAJANI et al., 2003), pois apesar de serem altamente sensiveis e especificos, eles nao
tém sido sistematicamente comparados entre si e com a SAM (BAJANI et al., 2003).

A utilizagdo da técnica de MLVA para a tipificacdo de leptospiras envolve a
analise de multiplos loci de VNTR, que sdo sequéncias repetidas de diferentes numeros de
copias geradas incorretamente durante a replicacdo do DNA da bactéria (VAN BELKUM et
al., 1998). Este método consiste na amplificacao destas regides de comprimento variavel, que
mostram polimorfismo, diferenciando o niumero de copias através do tamanho do fragmento
amplificado resultante. Segundo Pavan et al (2011), esta ¢ uma técnica simples e facil de
implementar em qualquer laboratério sem equipamento sofisticado, 1til para a identificacao
de cepas dentro dos sorovares de Leptospira e ideal para os estudos epidemiologicos.

Cada um dos procedimentos de diagnostico apresenta vantagens e
desvantagens. Alguns dos ensaios sofrem com a perda de sensibilidade e outros com
problemas de especificidade. Por esta razdo, ndo ha uma unica técnica recomendada para uso
em todas as situagdes clinicas. O uso de uma combinacdo de testes permite uma maior

sensibilidade e especificidade no diagnostico. (BOLIN, 2003; FAINE et al., 1999).

2.9 IDENTIFICACAO E TIPIFICACAO DE ISOLADOS

Nos estudos epidemiologicos, a identificacdo e tipificagdo do agente sdo
imprescindiveis para montar um quadro real da leptospirose em determinada regido,
principalmente onde os casos de leptospirose apresentam titulos baixos na SAM para
diferentes sorovares ou quando ocorre reagoes paradoxais onde sdo detectados titulos altos de
sorogrupos nao relacionados (POSTIC et al., 2000; LEVETT, 2001).

Embora seja amplamente difundida, a classificacdo soroldgica de novos
isolados em sorogrupos possui uma metodologia muito trabalhosa para sua execu¢do, pois
para sua realizagdo ¢ necessaria a manutengdo de um numero elevado de cepas vivas e
antissoros (FAINE et al., 1999). Outra técnica utilizada para a tipificacdo de cepas ¢ o
emprego de painéis de anticorpos monoclonais (TERPSTRA, 1992), que apesar de ser uma
técnica de alto custo pode ser executada apenas no laboratorio de referéncia Royal Tropical
Institute na Holanda (SEIXAS NETO, 2012). Os hibridomas estaveis produzem por tempo
indeterminado o anticorpo monoclonal desejado (KOHLER; MILSTEIN, 1975), evitando
assim o uso de um ntmero elevado de animais como ¢ o caso da producdo de anticorpos

policlonais.
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Nas ultimas trés décadas, algumas técnicas moleculares foram
desenvolvidas e empregadas na tipificagao de isolados de leptospiras como, por exemplo,
pulsed field gel electrophoresis (PFGE) (HERRMANN et al., 1992), restriction fragment
length polymorphism (RFLP) analysis (ZUERNER et al., 1993), insertion sequences bacterial
typing methods (IS) (ZUERNER et al., 1995), multilocus variable-number tandem-repeat
analysis (MLVA) (MAJED et al., 2005), sequenciamento rrs (CERQUEIRA et al., 2010),
sequenciamento de genes especificos ou gene incluindo fragmentos rpoB (LA et al., 2006),
gyrB (SLACK et al., 2006), sec Y (VICTORIA et al., 2008), ligB (CERQUEIRA et al., 2009)
e multiple locus sequence typing (MLST) (AHMED et al., 2006; LEON et al., 2010).

A heterogeneidade gendmica dos genotipos agrupados no sorovar Hardjo foi
primeiro demonstrado usando restriction enzyme analysis (REA) (ROBINSON et al., 1982), e
delimitou dois genotipos: Hardjobovis e Hardjoprajitno (RAMADASS; MARSHALL, 1990).
O genotipo Hardjobovis pertence a espécie L. borgpetersenii e o Hardjoprajitno a espécie L.
interrogans. Essas duas espécies sdo as principais causadoras de leptospirose tanto em
animais de producdo como nos seres humanos, desta forma, varios estudos utilizando técnicas
de biologia molecular estdo sendo realizados para entender melhor as diferencas
epidemioldgicas, bioldgicas e moleculares (CHIARELI et al., 2012).

Bulach et al. (2006), estudaram o genoma completo das sequéncias de duas
cepas de L. borgpetersenii sorovar Hardjo (L550 and JB197) e concluiram que a presenga de
mutacgdes que levam a trocas de aminoacidos ndo conservados podem ser responsaveis pela
existéncia das diferengas fenotipicas e de viruléncia observadas nestas duas cepas.

Em comparag¢ao com a L .interrogans, a L. borgpetersenii além de possuir
um genoma menor também perdeu fungdo de genes relacionados a capacidade de
sobrevivéncia no meio ambiente, transporte e utilizacdo de metabolitos. Os autores
concluiram que a evolugdo da L. borgpetersenii estd em direcdo da dependéncia estrita de
ciclo de transmissdo hospedeiro-hospedeiro, pois enquanto a L. interrogans sobrevive até 200
dias em condi¢des ideais de agua doce ¢ solo umido, a L. borgpetersenii nao tolera escassez
de nutrientes e tem ciclo de transmissao limitado a hospedeiro-hospedeiro. Portanto, apesar
dos dois gendtipos do sorovar Hardjo causarem problemas reprodutivos em bovinos, eles sao
epidemiologicamente muito diferentes (BULACH et al., 2006).

Apesar dos sinais clinicos causados por ambos os genotipos do sorovar
Hardjo serem muito parecidos, a infec¢do causada pelo sorovar Hardjo genotipo Hardjobovis
¢ frequentemente caracterizada pela forma cronica (ocasionando aborto), enquanto que o

sorovar Hardjo genotipo Hardjoprajitno, caracteriza-se por ser mais patogénica levando a
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queda na produgdo de leite e também problemas reprodutivos (ELLIS, 1994). Koizumi e
Yasutomi (2012) mostraram que a taxa de aborto na infec¢do pelo sorovar Hardjo genotipo
Hardjobovis ¢ de 3-10% e quando a infeccdo ¢ pelo sorovar Hardjo genotipo Hardjoprajitno a
taxa aumenta para 30%. Estudos sobre o locus rfb da biossintese do LPS sugeriram que o
genotipo Hardjoprajitno evoluiu de um ancestral comum da L. interrogans sorovar
Copenhageni que ao longo da evolugdo adquiriu genes rfb do gendtipo Hardjobovis,
permitindo que esse ancestral se adaptasse de alguma maneira ao hospedeiro bovino, dando
origem assim ao genétipo Hardjoprajitno (DE LA PENA-MOCTEZUMA et al., 1999).

Em 1991, em Minas Gerais, ocorreu o primeiro isolamento do sorovar
Hardjo gendtipo Hardjoprajitno no Brasil (MOREIRA, 1994). Desde entdo, a cepa nomeada
Norma vem sendo utilizada em estudos sorolégicos no Brasil, detectando um maior numero
de animais positivos em comparacdo com a cepa de referéncia (Hardjoprajitno) (MOREIRA,
1994; HERRMANN et al., 2004; ARAUJO et al., 2005; LAGE et al., 2007;). Estas diferencas
encontradas sdo provavelmente devido ao baixo numero de passagens e origem da amostra
Norma. Isolada em 1991, a amostra Norma tem um menor nimero de passagens “in-vitro”

que a amostra Hardjoprajitno (RODRIGUES et al., 2011) isolada em 1938 (WOLF, 1969).

2.10 CONTROLE E PREVENCAO

Com relacdo ao controle da leptospirose no rebanho, devem ser aplicadas
medidas em cada um dos componentes da cadeia de transmissdo, tais como: fazer a
identificacao precisa dos sorovares prevalentes na propriedade; detectar a fonte de infeccao e
os animais infectados; realizar imunoprofilaxia e antibioticoterapia nos animais portadores e
doentes e realizar a vigilancia epidemiologica dos doadores de sémen. O controle sanitario
dos animais incorporados aos rebanhos, o saneamento do meio através da higiene
e desinfeccao das instalacdes e equipamentos, armazenamento dos alimentos volumosos
e concentrados, drenagem e destino adequado de excretas, cadaveres e restos de animais
também sdo considerados de grande importancia para a prevencao da leptospirose (FAINE,
1982; ELLIS, 1984; LILENBAUM, 1996).

Em infecgdes acidentais, ocasionadas por sorovares ndao mantidos pelos
bovinos, devem-se identificar quais sdo os animais reservatorios € como estd ocorrendo o
contato entre eles e os bovinos. No entanto, quando a infec¢do ¢ determinada pelo sorovar
Hardjo, cuja principal fonte de infec¢do é o proprio bovino infectado, deve-se proibir a

introducao de novos animais no rebanho, exceto aqueles negativos no sorodiagnoéstico, tratar
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0s animais reagentes e aumentar a imunidade utilizando vacinas que contenham sorovares
presentes na regido (HASHIMOTO et al., 2012), incluindo se possivel, cepas locais (FAINE
et al. 1999).

O tratamento das fontes de infec¢do deve ser realizado com estreptomicina
ou diidroestreptomicina para reduzir o potencial de transmissibilidade, visando eliminar o
estado de portador e impedindo a eliminacao de leptospiras através da urina, s€émen e secre¢ao
vaginal. Entretanto, o custo do tratamento ¢ elevado e realizado apenas quando se tem uma

justificativa economica (FAINE et al., 1999).

2.11 VACINAS

A vacinacdo ¢ uma importante acdo preventiva contra a infeccdo dos
animais por leptospiras, para esse fim, vacinas inativadas sd3o as mais utilizadas
(DELLAGOSTIN et al., 2011). Porém, a resposta imune desencadeada a partir dessas
preparacdes ¢ ativada, principalmente, pela por¢do polissacaridica dos LPSs das bactérias.
Esses antigenos estimulam uma resposta timo independente, ndo induzindo, portanto,
protecdo a longo prazo contra infec¢do o que torna necessaria sua administragdo anual ou
semestral (BOLIN; ZUERNER; TRUEBA, 1989).

A vacinagdo contra a leptospirose bovina apresenta sérias limitacdes, pois as
preparacdes vacinais disponiveis sdo bacterinas, as quais sdo sorovar-especifica com prote¢ao
apenas para os sorovares presentes na vacina (KO; GOARANT; PICARDEAU, 2009). Outro
dado importante relacionado a vacinagdo de bovinos € que vacinas que utilizam L.
interrogans Hardjoprajitno induzem a uma resposta humoral, enquanto as vacinas que
utilizam L. borgpetersenii Hardjobovis induzem a uma resposta celular (NAIMAN et al.,
2002). Além disso, essas vacinas disponiveis comercialmente sdo constituidas por cepas
isoladas em outros paises do mundo, com fauna e ecossistemas diferentes das existentes em
nosso pais (LILENBAUM, 1996).

A diversidade antigénica observada entre os sorovares de Leptospira deve-
se as variacdes de carboidratos na cadeia lateral do LPS, dificultando a elaboragdo de uma
vacina de LPSs multivalente, por isso, a identificagdo e o conhecimento da expressao de
proteinas antigénicas durante a infec¢do pode ser uma ferramenta importante no
desenvolvimento de vacinas. Atualmente, diversos grupos de pesquisa estdo concentrados na
identificagdo de proteinas relacionadas a patogenicidade ou viruléncia, e que tenham um

amplo espectro de conservagao dentre os principais sorovares patogénicos, para a elaboragao
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de uma vacina protéica eficaz e que confira protecao a longo prazo (HAAKE et al, 1999;
GAMBERINI et al., 2005).

Neste contexto, as proteinas de membrana externa das leptospiras t€m sido
os maiores alvos para o desenvolvimento de vacinas. As OMPs (outer membrane proteins -
proteinas de membrana externa), expostas na superficie das leptospiras sdo consideradas
como potenciais imunogenos (ZUERNER et al., 2000). Palaniappan et al. (2002) descreveram
uma nova familia de proteinas (Ligs) e mostraram seu potencial no desenvolvimento de
vacinas recombinantes contra leptospirose, pois foram consideradas proteinas de membrana
externa presentes em todos os sorovares de leptospiras patogénicas e a expressdo destas
proteinas ocorre somente durante a infecgdo (MATSUNAGA et al., 2003; KOIZUMI;
WATANABE, 2005).

Lipoproteinas de espiroquetas t€ém sido consideradas antigenos capazes de
induzir resposta imune protetora (HAAKE, 2000), confirmando a sua importincia na
patogénese das leptospiras. Nestes micro-organismos, as lipoproteinas sdao comprovadamente,
as mais importantes proteinas que compdem a membrana celular, entretanto, o nimero de
lipoproteinas de superficie celular de Leptospira caracterizadas ainda € pequeno (SHANG;
SUMMERS; HAAKE, 1996; HAAKE et al., 1998; HAAKE et al., 2000;CULLEN et al.,
2003). Atualmente, a principal proteina de membrana relatada ¢ a LipL32, sua sequéncia ¢ a
expressdo ¢ altamente conservada entre espécies de leptospiras patogénicas e estd ausente na
membrana externa de leptospiras ndo patogénicas. Vérios trabalhos tém indicado a proteina
LipL32 como forte candidata para o desenvolvimento de uma vacina contra a leptospirose

(HAAKE et al., 2000; LAFETA, 2010).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Isolar leptospiras pertencentes ao sorovar Hardjo de amostras de urina

de bovinos leiteiros naturalmente infectados do estado do Parana.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Utilizar técnicas moleculares para identificagdo e caracterizacdo dos

isolados de leptospiras.

0 Caracterizar os isolados em nivel de sorovar a partir da
analise por MLVA;
0 Sequenciar e realizar analise filogenética do gene sec Y das

amostras isoladas.
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4.1 ISOLATION AND MOLECULAR CHARACTERIZATION
OF LEPTOSPIRA BORGPETERSENII SEROVAR HARDJO STRAIN
HARDJOBOVIS IN THE URINE OF NATURALLY INFECTED CATTLE IN
BRAZIL.

Artigo aceito para publicacdo no periddico Genetics and Molecular Research (GMR),
FUNPEC-RP (Ribeirdao Preto Foundation for Research).

ABSTRACT

Most epidemiologic studies on bovine leptospirosis are based on serological tests that use
antibodies against several serotypes, including the serovar Hardjo, which is widespread and
considered to be the most adapted to bovine hosts. However, using only serological studies is
not sufficient to identify and distinguish species of leptospires. The aim of this study was
report the first isolation in Brazil of two strains serovar Hardjo obtained in urine samples
from naturally infected cows in a small Brazilian dairy herd , find the genetic species and
consequently the type strain Hardjobovis by molecular characterization. Fifteen dairy cows
with a history of reproductive failure, such as abortion and infertility, were selected. Urine
samples obtained from each animal were immediately seeded in tubes containing
Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH) culture medium. The identification of the
isolates was performed by Multilocus variable-number tandem-repeat (VNTR) analysis
(MLVA) technique and phylogenetic analysis of partial sequence of gene sec Y. From the 15
urine samples evaluated, two Leptospira were found and identified as the Londrina 49 and
Londrina 54 strains. The MLVA profiles and sequencing of gene sec Y characterized the
isolates as L. borgpetersenii serovar Hardjo strain Hadjobovis because it has different genetic
pattern of L. interrogans serovar Hardjo strain Hardjoprajitno. Therefore, more studies are
needed including isolation and molecular characterization from regional strains to obtain a
better knowledge about epidemiology of serovar Hardjo in bovine which may assist in future
strategies of prevention and control of bovine leptospirosis.

Key words: Bovine leptospirosis. MLVA. Diagnosis. Bacterial culture
INTRODUCTION

The infection caused by bacteria from the genus Leptospira is considered one of the major
reproductive infectious disease in cattle worldwide (Adler and de la Pefia Moctezuma, 2010).
In Brazil, the infection is widespread in dairy and beef cattle herds (Favero et al., 2001;
Hashimoto et al., 2012). Leptospirosis causes economic losses that are mainly associated with
reproductive failure (abortion, infertility and embryonic death), decreased milk production
and indirect costs of treatment (Ellis, 1994).

Despite its relevance in animal health, leptospirosis in cattle must still be studied further,
particularly its etiology and epidemiology and the prevention and control of its infection
(Lilenbaum and Martins, 2014). Most epidemiologic studies on bovine leptospirosis are based
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on serological tests that identify antibodies against several serotypes (Faine et al., 1999),
including serovar Hardjo which is widespread and considered to be the most adapted to
bovine hosts (Ellis, 1994).

However, using only serological studies to determine serovars prevalence is not sufficient to
identify and distinguish the species of leptospires that are found in a particular host.
Currently, large variability with respect to species and genotypes circulating in cattle has been
reported in molecular studies (Hamond et al., 2015a). The species Leptospira borgpetersenii
serovar Hardjo strain Hardjobovis (Salgado et al., 2014), as well as Leptospira
interrogans serovar Hardjo strain Hardjoprajitno (Rinehart et al., 2012), is considered to be
well adapted to cattle. Consequently, it appears that cattle worldwide are most commonly
infected with the strain Hardjobovis because they are its natural host (Hanson, 1982).
Multilocus variable-number tandem-repeat (VNTR) analysis (MLVA) is a molecular
technique that identifies DNA from many pathogenic bacterial species (Lindstedt, 2005) and
has been used for typing different serovares (Salaiin et al., 2006) and strains (Majed et al.,
2005) of the genus Leptospira. Therefore, it may be a powerful methodology that contributes
to epidemiological leptospirosis data (Slack et al., 2006). Together with MLVA, the partial
sequencing of the gene sec Y is also effective in the molecular characterization of some
species from the genus Leptospira (Ahmed et al., 2006).

Once the strategies to prevent and control leptospirosis infections are directly related to
knowledge of circulating strains in a specific host and region, bacterial isolation and correct
identification from genetic characterization will prove extremely important for understanding
the etiology, epidemiology and pathogenesis of different leptospires species (Lilenbaum and
Martins, 2014). Therefore, more studies with regional isolated strains are needed to fill these
gaps.

Thus, the aim of this study was perform the molecular characterization (in the genetic species
and type strain) of two strains of Leptospira belonging to serovar Hardjo isolated from
naturally infected dairy cows. In this work, we report the first isolation in Brazil and Latin
America of L. borgpetersenii serovar Hardjo strain Hardjobovis confirmed by MLVA and
phylogeny of gene sec Y.

MATERIALS AND METHODS

Selection of animals

Fifteen dairy cows with a history of reproductive failure, such as abortion and infertility, were
selected for this study. The cows were from five small farms located in the northwest of
Parana State, Brazil. The microscopic agglutination test (MAT), which was undertaken
approximately 15 days prior to urine sample collection, showed titers of leptospira antibodies
between 400 and 1600 for the serovar Hardjo for these animals (Faine et al., 1999).

Urine collection and seeding

A urine sample from each animal was obtained during a perinecal massage and was
immediately seeded in tubes containing Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH)
culture medium (Difco - USA) with the following antibiotics: 5-fluorouracil (400 mg / L;
Sigma ® -USA ), chloramphenicol (5 mg / L; Sigma ® -USA), nalidixic acid (50 mg / L;
INLAB®-BR), neomycin (10 mg / L; Sigma ® -USA) and vancomycin (10 mg / L; Acros ® -
USA) (Zacarias et al., 2008). After incubation at 28°C for 24 hours, the cultures were seeded
in duplicate using the same medium (but without antibiotics) and these tubes were evaluated
weekly for six months with a dark field microscope (Olympus BX40 Model).

Extraction and Amplification of DNA
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For genetic characterization, DNA from leptospires cultures was extracted using the PureLink
Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen - USA). DNA from the leptospires strain isolates was
amplified using the Platinum PCR SuperMix Kit (Invitrogen - USA) according to the
following conditions: 45 pL of each reaction containing SuperMix, 1 pL of each primer (10
nM) and 3 pl of DNA template. All products were analyzed by electrophoresis in a 2%
agarose gel with ethidium bromide (0.5 g / mL) in 0.5X TBE buffer (89 mM Tris, 89 mM
boric acid; 2 mM EDTA), pH 8.4, and visualized with ultraviolet light; molecular size was
estimated by comparisons with a 100-bp ladder.

Molecular Typing of isolates

The MLVA technique was used to identify isolates with five primer pairs for the VNTR loci
4,7, 10, LB4 and LBS, as previously described (Salaiin et al., 2006). Reference strains of L.
interrogans serovar Canicola strain Canicola Hond Utrecht IV, L. interrogans serovar Hardjo
strain Hardjoprajitno and L. borgpetersenii serovar Hardjo strain Hardjobovis were used as
positive controls for each of the five PCRs for the VNTR loci that were analyzed.
Additionally, amplification and partial sequencing of sec Y were used to identify and confirm
genetic species, as previously described (Ahmed et al., 2006).

The products of sec Y gene amplification were purified with a commercial kit, quantified by a
QubitTM Fluorometer (Invitrogen Life Technologies, USA) and sequenced on a ABI3500
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) using forward and reverse
primers. Sequence quality was analyzed by the Phred program
(http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/). The consensus sequences were obtained by
CAP3 software (http://asparagin.cenargen.embrapa.br/cgi-bin/phph/cap3.pl), and identities
were compared with all the sequences that were deposited in GenBank using the BLAST
program (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). The identity matrix was created in the
BioEdit program with the alignment and phylogenetic tree developed by the MEGA 6.06
program.

RESULTS AND DISCUSSION

From the 15 urine samples evaluated, two leptospires were found and were identified as the
Londrina 49 and Londrina 54 strains from two cows that had MAT serological titers against
serovar Hardjo of 400 and 800, respectively. According the figures 1 and 2, the results of
MLVA for samples Londrina 49 and Londrina 54 are identical to the result obtained for the
reference strain L. borgpetersenii serovar Hardjo Hadjobovis. BlastN software was used to
compare the partial sequences of gene sec Y, and the sample sequences were found to be more
similar to L. borgpetersenii serovar Hardjo strain Hardjobovis. Furthermore, in the
phylogenetic tree, the isolate samples were grouped in the same cluster as the serovar Hardjo
strain Hardjobovis GenBank reference (figure 3).
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M L49 54 BOV HAR CAN NC L49 L54 BOVHAR CAN NC 149 54 BOV HAR CAN NC

Figure 1 — Banding patterns of VNTR visualized with an agarose gel.

M- molecular ladder bp, L49 (Londrina 49 strain) and L54 (Londrina 54 strain); BOV-
reference sample serovar Hardjo strain Hardjobovis; HAR- reference sample serovar Hardjo
strain Hardjoprajitno; CAN- reference sample serovar Canicola strain Hond Utrecht IV; NC-
negative control. Loci colors: red (VNTR- 4), green (VNTR-7), and purple (VNTR-10).

Figure 2 — Banding patterns of VNTR visualized with an agarose gel.
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M- molecular ladder bp, L49 (Londrina 49 strain) and L54 (Londrina 54 strain); BOV-
reference sample serovar Hardjo strain Hardjobovis; HAR- reference sample serovar Hardjo
strain Hardjoprajitno; CAN- reference sample serovar Canicola strain Hond Utrecht IV; NC-
negative control. Loci colors: yellow (VNTR-Lb4) and blue (VNTR-Lb5).

@ gb|KT952400 Londrina 49
gb|KP862638.1| Leptospira borgpetersenii isolate 2013 U194
67 | gb|KP862630.1| Leptospira borgpetersenii isolate 2013 U98
gb|CP000348.1|:493853-495235 Leptospira borgpetersenii serovar Hardjo-bovis L550

62 || gb|KT952401 Londrina 54
100 ||' 9b|CP000350.1|:3149547-3150929 Leptospira borgpetersenii serovar Hardjo-bovis JB197
lgb|EU358057.1| Leptospira borgpetersenii serovar Tarassovi strain Perepelicin

— gb|EU358043.1]| Leptospira santarosai serovar Fluminense strain Aa 3

gb|EU358044.1| Leptospira kirschneri serovar Kunming strain K 5

” gb|EU357961.1]| Leptospira interrogans serovar Canicola strain Hond Utrecht IV
—m|{fg;b|KR075676.l| Leptospira interrogans strain 2012 OV5
70 gb|KP862629.1| Leptospira interrogans isolate 2013 U85
gb|EU357983.1]| Leptospira interrogans serovar Hardjo-prajitno strain Hardjoprajitno

CP000786 Leptospira biflexa serovar Patoc strain Patoc 1 Paris

U —
0.05

Figure 3 — Neighbor-joining phylogenetic tree of sec Y gene sequences from two strains that
were isolated from cows (Londrina 49 and Londrina 54) and other GenBank sec Y sequences
of leptospires strains. Bootstrap percentages were based on 1000 replications. The sequences
obtained through sequencing were deposited in the GenBank database with the following
access code: Londrina 49- KT952400 and Londrina 54- KT952401.

In bovine, Hardjo is the leptospira serovar that is most prevalent worldwide (Levett, 2001).
Although the species L. borgpetersenii serovar Hardjo strain Hardjobovis and the species L.
interrogans serovar Hardjo strain Hardjoprajitno cause the same reproductive problems in
cattle, they are epidemiologically different. The strain Hardjobovis cannot tolerate a lack of
nutrients, and its transmission cycle is limited to direct contact; alternatively, the strain
Hardoprajitno, after being eliminated in the urine, may survive months in aquatic
environments until it infects a new host (Bulach et al., 2006).

L. interrogans serovar Hardjo strain Hardjoprajitno was initially isolated from cattle in the
United Kingdom and is most commonly found in Europe (Bolin and Alt, 2001). However, the
L.borgpetersenii serovar Hardjo strain Hardjobovis, which is considered to be the most
common strain in cattle and the most prevalent in the world, was first isolated from a cattle
herd in the United States of America (Bolin et al., 1989).

In Brazil, as well as Latin America, this is the first report that has isolated the species L.
borgpetersenii serovar Hardjo strain Hardjobovis from naturally infected cattle. Before this
study, only serological studies showed reagent animals with the serovar Hardjo in various
countries (Favero et al., 2001; Hashimoto et al., 2012; Petrakovsky et al., 2014). However,
this method not permit the differentiation between strains Hardjoprajitno and Hardjobovis.
Although bacterial isolation is the definitive diagnostic of leptospirosis, it is currently
considered a major bottleneck for many research teams due to the difficult and laborious
procedures used to obtain pure cultures of leptospires from the serovar Hardjo and to maintain
them in a laboratory culture (Adler and de la Pefia Moctezuma, 2010). Other studies in Brazil
have used molecular methods to identify leptospira in cattle urine (Hamond et al., 2015a) and
even in the reproductive tract of mares (Hamond et al., 2015b); however, none of these
studies were successful in isolating the bacteria.
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Antibody titers obtained in the MAT from both cows were only against the serovar Hardjo
and did not distinguish between the strains Hardjobovis and Hardjoprajitno. The use of
molecular methods, such as the MLVA, and genetic sequencing techniques allowed us to
characterize the Londrina 49 and Londrina 54 strains that were isolated from the urine of two
COWS.

MLVA was a better molecular tool for differentiating most of the Leptospira serotypes, and
the designs of the LB4 and LBS5 primers made it possible to distinguish the species and strains
of L. borgpetersenii, L. interrogans, and L. kirschneri (Salaiin et al., 2006). In this study, this
technique allowed us to characterize the isolates (Londrina 49 and Londrina 54 strains) as
belonging to serovar Hardjo strain Hardjobovis according to the molecular profile shown in
VNTR loci-4, VNTR-7 VNTR-10, VNTR-LB4 and VNTR-LBS5. However, the results did not
fully correspond with that described by Salaiin et al. (2006) because the two isolated strains
(Londrina 49 and Londrina 54) and the Hardjobovis reference strain did not amplify the
VNTR loci-4. Therefore, this is considered a poor discriminatory loci for the species L.
borgpetersenii. Using the combination of VNTR loci-7, VNTR loci-10, VNTR loci-LB4 and
VNTR loci-LB5 was sufficient to identify that Brazilian isolated strains were the same strain
of Hardjobovis and different from the strain of Hardjoprajitno. To confirm the MLVA results,
partial sequencing was followed by phylogenetic analyses of gene sec Y.

Currently, this is the first report that isolated the serovar Hardjo strain Hardjobovis from the
specie L. borgpetersenii in urine from naturally infected dairy cattle in Latin America.
Genetic analysis showed that the MLVA associated with the partial sequencing of gene sec Y
allowed a rapid molecular characterization and typing of isolated cultures (Londrina49 and
Londrina54). Although these molecular techniques have a moderate cost and are not
frequently used in routine diagnosis of leptospirosis, they are indispensable tools for bacterial
isolate characterization and are easy to standardize and execute. Despite the fact that bacterial
isolation is time-consuming and laborious, it is an important tool in the diagnosis of
leptospirosis because the inclusion of isolated strains in the reference antigens battery, used in
the MAT, will be useful in future epidemiological studies. Another direction will involve
proteomics, where studies will evaluate intraspecies and serotype protein differences, thereby
helping us to better understand the pathogenicity of various bacterial strains and enabling the
creation of new types of vaccines for cattle with regional strains in endemic areas.
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6 CONCLUSOES

1. Existem diferengas epidemioldgicas e moleculares entre os genotipos
Hardjobovis e Hardjoprajitno do sorovar Hardjo

2. A técnica de MLVA e a andlise filogenética do gene sec Y permitiram a
diferenciacdo entre a L. interrogans sorovar Hardjo gendtipo Hardjoprajitno ¢ a L.
borgpetersenii sorovar Hardjo gendtipo Hardjobovis

3. As amostras isoladas Londrina 49 e Londrina 54 foram tipificadas como
genotipo Hardjobovis pelas técnicas moleculares MLV A e sequenciamento parcial do
gene sec Y.

4. Estes dois isolamentos (Londrina 49 e Londrina 54) confirmam que o
sorovar Hardjo genotipo Hardjobovis esta circulante nos rebanhos bovinos brasileiros.

5. Este ¢ o primeiro relato no Brasil e na América Latina do isolamento da
Leptospira borgpetersenii sorovar Hardjo genotipo Hardjobovis da urina de bovinos

naturalmente infectados.



