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Resumo

SHIMABUKURO, F.H. Avaliagéo soroldgica e detecgdo molecular de leptospiras em
tecidos de camundongos experimentalmente infectados com estirpes patogénicas de
Leptospira interrogans sorovar Pomona e Canicola. Botucatu, 2007. 100p. Tese
(Doutorado) - Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Campus de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”. Botucatu,

Sao Paulo.

Camundongos experimentalmente infectados com estirpes patogénicas de
Leptospira interrogans sorovar Pomona e Canicola foram avaliados quanto a
produgao de anticorpos antileptospiras e distribuigdo do microrganismo em tecidos,
em diferentes momentos apds infecgcéo. A técnica de soroaglutinagdo microscépica
foi avaliada apos tratamento das amostras de soro com 2-mercaptoetanol (SAM-
2ME), e pela comparagdo do seu resultado com as respectivas amostras néo
tratadas (SAM) foi possivel determinar a presenca de anticorpos da classe IgM e,
dessa forma, diferenciar a fase da infecgcao. Pela SAM, ndo houve reagao para
qualquer outro sorovar testado, diferente do homaologo inoculado, podendo indicar
resposta imunoldgica especifica em camundongos para os sorovares inoculados
experimentalmente. Em relagdo a distribuicdo do microrganismo nos tecidos,
pesquisado pela reagdo em cadeia pela polimerase (PCR), observou-se que os
camundongos infectados n&do apresentaram fase de leptospiremia, e ndo houve
colonizagao renal e ovariana, sugerindo que esses animais, talvez, ndo participem
de forma importante na epidemiologia da leptospirose para os sorovares Pomona e

Canicola.

Palavras-chave: Leptospira interrogans, Mus musculus, PCR, reacdo de

imunofluorescéncia indireta, soroaglutinagdo microscopica.
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Abstracts

SHIMABUKURO, F.H. Serological evaluation and molecular detection of leptospires
in tissues of mice, experimentally infected with pathogenic strains of Leptospira
interrogans serovar Pomona and Canicola. Botucatu, 2007. 100p. Thesis (Doctor) -
Faculty of Veterinary Medicine and Animal Husbandry, Campus of Botucatu,

Séao Paulo State University “Jualio de Mesquita Filho”. Botucatu, Sdo Paulo.

Experimentally infected mice with pathogenic strains of Leptospira interrogans
serovar Pomona and Canicola were evaluated to anti-leptospiral antibodies
production and to verify the distribution of the microrganism in tissues in different
moments of the infection. Microscopic agglutination test was evaluated after
treatment of the sera samples with 2-mercathoethanol (MAT-2ME), and by the
comparison of its results with the respective samples not-treated (MAT) was possible
to determine the presence of IgM antibodies and, thus, to differentiate the stage of
infection. MAT does not present reaction for any other serovar tested, different the
homologous serovar inoculated, indicating specific immunological response in mice
to the experimentally inoculated serovars. In relation to the distribution of the
microrganism in the tissues detected by polymerase chain reaction (PCR), the
infected mice didn’t present leptospiremia, and there was not renal and ovarian
colonization, suggesting that these animals, maybe do not participate of the

epidemiology of leptospirosis to the serovar Pomona and Canicola.

Key words: Leptospira interrogans, Mus musculus, PCR, Indirect fluorescent

antibody test, microscopic agglutination test.
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1 Introducao

Zoonose de distribuicdo e importancia mundial, a leptospirose tem assumido
papel relevante entre as enfermidades consideradas emergentes e reemergentes
(BHARADWAJ, 2004). O agente etiologico pertence ao género Leptospira,
possuindo inumeras espécies e sorovariantes (sorovares) (LEVETT, 2001).

Os principais reservatérios sao os animais domésticos e silvestres, com
destaque para os roedores que representam importante fonte de infecgao na maioria
dos ciclos epidemiologicos da doencga (SEIJO et al., 2002).

Devido a gravidade em humanos e animais de companhia, bem como as
perdas econdmicas em animais de producdo, o diagndstico rapido e preciso é
fundamental como estratégia de controle. A soroaglutinagdo microscépica (SAM),
prova sorologica de referéncia mundial, embora sensivel e especifica na detecgao
de anticorpos antileptospiras, muitas vezes nao estabelece diagndstico conclusivo e
definitivo; além de nao determinar a fase da infecgdo ou doencga por nao diferenciar
as classes de anticorpos (BRASIL, 1995; O'KEEFE, 2002; LEVETT, 2004).

Nesse contexto, a pesquisa de camundongos experimentalmente infectados
com estirpes patogénicas de Leptospira interrogans, observando a cinética de
anticorpos durante diferentes momentos da infeccdo, avaliada pelas técnicas de
reacao de imunofluorescéncia indireta para deteccdo de anticorpos da classe IgM
(RIFI-IgM) e IgG (RIFI-IgG) e pela soroaglutinagdo microscopica em soros tratados e
nao tratados com 2-mercaptoetanol (SAM-2ME e SAM, respectivamente),
assumindo o ultimo como teste de referéncia; e a pesquisa da distribuicado de
leptospiras em diferentes tecidos, acompanhando a evolugdo da infecgdo, podem
ser uteis para a avaliagdo soroldgica e o conhecimento do comportamento desses

animais em estudos epidemioldgicos.
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2 Revisao da literatura

A leptospirose € uma doenga infectocontagiosa de distribuicdo mundial,
causada por espiroquetidio do género Leptospira. Ocorrem sob a forma endémica
ou em surtos em humanos em diversos paises, principalmente os de clima tropical,
subtropical, subdesenvolvidos ou em desenvolvimento (SEIJO et al., 2002;
SACSAQUISPE-CONTRERAS et al., 2003).

Nos paises desenvolvidos € considerada zoonose emergente ou
reemergente (BHARADWAJ, 2004), ocasionando surtos epidémicos, principalmente
relacionados a determinadas atividades de lazer e esporte (TRUBO, 2001).

O género Leptospira, segundo proposta do Center for Disease Control dos
EUA (CDC), é dividido em 16 genomespécies, compreendendo mais de 200
sorovariantes (sorovares) patogénicos e cerca de 60 sorovares saprofitas,
agrupados em 24 sorogrupos conhecidos (LEVETT, 2001).

A doencal/infeccdo acomete diversos animais domésticos e silvestres, que se
tornam portadores renais e potenciais disseminadores do agente no ambiente pela
eliminacdo na urina (SHARMA et al.,, 2003). Embora alguns sorovares tenham
predilecado por determinados reservatoérios ou espécies (BHARTI et al., 2003), todos
0s animais sao suscetiveis a infecgdo por qualquer uma das variantes soroldgicas.

O hospedeiro infectado por um sorovar adaptado (hospedeiro natural), ndo
desenvolve ou apresenta forma discreta da doenca. Entretanto, torna-se portador
renal por longo periodo de tempo. Ja os animais infectados por um sorovar nao
adaptado (hospedeiros acidentais) podem apresentar sintomas graves, embora a
fase de portador renal, na convalescéncia, ocorra por periodo curto (VANASCO et
al., 2003).

Os roedores sdo reservatorios naturais de determinados sorovares
patogénicos de Leptospira spp., sendo incriminados como principais fontes de
infeccdo em muitos ciclos epidemioldgicos da doenga. Este fato € aventado em
estudos envolvendo cées (LOPES et al.,, 2005), suinos (SHIMABUKURO et al.,
2003) e humanos (JOHNSON et al., 2004), embora, algumas pesquisas indiquem
consideragdes contrarias, de forma geral, ou especifica para alguns sorovares
(MORALES et al., 1978; SHARMA et al., 2003; BEVILACQUA et al., 2004).
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Ha trés principais roedores sinantrépicos, distribuidos mundialmente,
associados a infeccao leptospirica: Rattus norvegicus (ratazana-de-esgoto), Rattus
rattus (rato-de-telhado) e Mus musculus (camundongo doméstico), constituindo as
espécies mais importantes na transmissdo do agente para humanos e animais
domésticos (SACSAQUISPE-CONTRERAS et al., 2003).

Alteragdes renais podem ou n&o estar associadas a leptospirose em
algumas espécies de roedores domésticos e silvestres (ROSSETTI et al., 2004),
mas estes animais, geralmente, quando infectados por sorovares adaptados, nao
apresentam a doenga, tornando-se cronicamente infectados e eliminando o agente
por periodos longos de tempo e mesmo pelo resto de suas vidas (O’KEEFE, 2002).

O hamster (Mesocricetus auratus), excegao entre os roedores, tem sido de
escolha como modelo bioldgico para estudos da etiopatogenia (LANGONI et al.,
2001; MACEDO et al., 2004), por serem sensiveis as leptospiras patogénicas e
apresentarem sinais clinicos semelhantes aos humanos.

Nesse sentido, 0 uso de animais de experimentacdo tem sido util no estudo
de enfermidades infecciosas, como a leptospirose, onde ainda ha muitas questdes
sobre a epidemiologia e etiopatogenia a serem esclarecidas (CAMARGO et al.,
1993). Embora pesquisas em animais naturalmente infectados possam ser utilizadas
para desvendar algumas dessas duvidas, elas n&o conseguem determinar com
exatiddo o comportamento tanto dos animais infectados como do agente etiolégico
durante os diferentes estagios de infeccdo ou doenga, sendo necessario estudos
continuados sobre o0 assunto (FREITAS et al., 2004).

Nas pesquisas epidemiologicas, M. musculus e R. rattus podem representar
bons modelos biolégicos para estudos de comportamento e cinética de anticorpos
(MARINHO et al.,, 2003; KOIZUMI & WATANABE, 2003), pois exibem certa
resisténcia e estdo entre as principais fontes de infecgao nos ciclos epidemiolégicos
da leptospirose. Em especial, o camundongo doméstico parece ter papel importante,
apresentando altas taxas de infecgdo para determinados sorovares (COLLARES-
PEREIRA et al., 2000; VANASCO et al., 2003; TURK et al., 2003; ROSSETTI et al.,
2004).

Os camundongos estdo incriminados como reservatorios para sorovares
especificos, como Bim (camundongos domésticos) e Ballum (camundongos
silvestres) (BHARTI et al.,, 2003). Estudos epidemioldgicos tém mostrado esta

especificidade entre alguns sorovares e espécies de roedores. O sorogrupo
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Icterohaemorrhagiae tem sido associado a infecgdo em R. norvegicus e R. rattus
(MORALES et al., 1978), e o sorogrupo Ballum com M. musculus (BHARTI et al.,
2003).

Entretanto, a importadncia dessas espécies e de outros roedores como
reservatorios de sorovares considerados nido adaptados, ndo esta bem definida,
existindo estudos onde o microrganismo nao foi detectado nesses animais.
Bevilacqua et al. (2004) pesquisando a presencga de leptospiras em fragmentos
renais e anticorpos antileptospiras em amostras de soro de roedores domésticos e
silvestres capturados em um Hospital Veterinario e fragmento de mata nativa da
Zona da Mata de Minas Gerais, Brasil, ndo encontraram animais positivos, sugerindo
que as espécies silvestres capturadas, aparentemente nao representam
reservatorios da leptospirose.

Estudo realizado na Colémbia, em granja suina com problemas reprodutivos
causado pelo sorovar Pomona e com alta taxa de infestacdo de ratazanas
demonstrou a importancia desses roedores na manutencdo do sorovar
Icterohaemorrhagiae, mas ndo na epidemiologia do Pomona, embora um animal
pesquisado tenha apresentado colonizagao renal por este sorovar (MORALES et al.,
1978).

Devido a gravidade e similaridade de sintomas com outras doencas
infecciosas como a dengue, febres hemorragicas de origem desconhecida e
hantavirose em humanos, bem como a importancia econdmica em animais de
producao, o aperfeicoamento e desenvolvimento de novas técnicas de diagndstico
para a leptospirose humana e animal tem valor inegavel.

A leptospirose pode ser diagnosticada por diversas provas soroldgicas e o
agente ser detectado em tecidos pelo isolamento em meios de cultura e, mais
recentemente, por provas de biologia molecular, especialmente a prova de reacao
em cadeia pela polimerase (PCR) (FONSECA et al., 2006).

A soroaglutinagdo microscépica (SAM) é a prova de referéncia no
diagndstico da leptospirose animal e humana, detectando anticorpos antileptospiras
das classes IgM e IgG (CRAWFORD, 1972b), entretanto, sem diferencia-los. Tal fato
tem dificultado a interpretacdo do seu resultado, sendo necessaria a comparagao
com uma segunda amostra de soro colhidas 10 a 14 dias apds a primeira, para

acompanhar a elevagéao de titulos de anticorpos aglutinantes.
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Além disso, devido a baixa especificidade antigénica e por apresentarem
resposta a antigenos género-especificos (FAIRBROTHER, 1985), os anticorpos da
classe IgM sdo responsaveis por reac¢des cruzadas entre sorovares do mesmo
sorogrupo e de sorogrupos diferentes, dificultando a distingdo do sorovar infectante.

Os anticorpos da classe IgM sao associados a fase aguda da doenca,
enquanto que os da classe IgG, com a fase de convalescéncia (THIERMANN, 1980).
Experimentos demonstraram que a atividade de anticorpos da classe IgM no soro
pode ser inativada pela agado do 2-mercaptoetanol (2ME), sem afetar a atividade dos
anticorpos 1IgG (CRAWFORD, 1972a). O 2ME inativa a agao aglutinante da IgM pela
reducao das pontes dissulfidricas da sua estrutura pentamérica, degradando-a em
cinco sub-unidades n&o aglutinantes (FERRI et al., 1977).

O uso do 2ME tem sido util para identificar anticorpos da fase aguda e
cronica em caes pela SAM (THIERMANN, 1980), para determinar o provavel sorovar
infectante sem interferéncia das reacbes cruzadas em leitdes e vacas (AWAD-
MASALMEH & WILLINGER, 1983; FAIRBROTHER, 1985), e indicar infecgao
recente em bovinos (ODONTSETSEG et al., 2005).

Outras provas soroldgicas como o ensaio imunoenzimatico (ELISA) tem sido
amplamente utilizado como teste género-especifico em pesquisa humana para
deteccdo de anticorpos da classe IgM, apresentando-se mais sensivel do que a SAM
na fase inicial da doencga (RIBEIRO et al., 1995; SAMBASIVA et al., 2003; LEVETT,
2004; OOTEMAN et al., 2006). Entretanto, em alguns casos, 0 seu uso tem se
mostrado limitado pela dificuldade na padronizacdo do antigeno (RIBEIRO, 2003;
BHARADWAJ, 2004) e apresenta menor sensibilidade na detec¢do de anticorpos
IgG do que a SAM (BERCOVICH et al., 1990).

A reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) ndo tem sido um teste
amplamente utilizado, embora seja rapido e confiavel na detecgcao de anticorpos
antileptospiras (SAMBASIVA et al., 2003). Comparada a soroaglutinagéo
microscopica (SAM) a RIFI tem apresentado sensibilidade e especificidade
moderada na fase inicial da leptospirose, mas pode ser util para diferenciar
anticorpos de classes diferentes (APPASSAKIJ et al., 1995).

Em pesquisas epidemiologicas, o ELISA tem sido associado a prova de
soroaglutinagdo microscopica (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2003) e reacéo
em cadeia pela polimerase para diagndéstico de leptospirose animal (BANDA-RUIZ et
al., 2005).
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A comparacao entre testes soroldgicos e a deteccdo de leptospiras pelo
isolamento em meio de cultura ou pela PCR tem resultado em uma baixa
concordancia, talvez pelo curto periodo de eliminagdo de leptospiras na urina,
permanecendo apenas o0s anticorpos como evidéncias de uma infeccdo prévia,
principalmente por sorovares ndo adaptados ao hospedeiro (VANASCO et al., 2003).

Na deteccao de leptospiras em amostras clinicas a PCR revelou baixo limiar
de detecgédo, aproximadamente 10 microrganismos por mililitro de amostra (MERIEN
et al., 1992) e quando comparada a outras técnicas, como imunofluorescéncia direta,
demonstrou uma sensibilidade igual ou superior e especificidade alta (O’KEEFE,
2002).

Em pesquisa realizada em roedores silvestres, o resultado da PCR foi
superior a demonstracéo do agente pelo isolamento em meio de cultura (CHO et al.,
1998). A sua utilizagdo em associagdo com provas sorolégicas tem mostrado um
papel importante em estudos epidemioldgicos da doenga por diagnosticar
precocemente a infeccdo na fase inicial quando os anticorpos ainda n&o séao
detectados.

Nesse sentido, o] conhecimento do comportamento do
reservatorio/hospedeiro e do agente etiolégico, acompanhando os momentos da
infeccdo ou doencga por diferentes métodos de diagndstico podem ser importantes
para o esclarecimento da relagdo hospedeiro-microrganismo e o desenvolvimento de
novas técnicas ou variagdes delas para estabelecer um resultado confiavel e

preciso.
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3 Objetivos

Objetivos Gerais:

v' Determinar a cinética de anticorpos antileptospiras durante diferentes
momentos da infeccdo, avaliada pelas técnicas de soroaglutinagao
microscopica em soros tratados e ndo tratados com 2-mercaptoetanol (SAM-
2ME e SAM, respectivamente) e reacdo de imunofluorescéncia indireta para
anticorpos IgM (RIFI-IgM) e IgG (RIFI-IgG);

v' Determinar a distribuicdo de Leptospira interrogans sorovar Pomona e
Canicola em diferentes tecidos de camundongos, acompanhando a evolugao

da infecgao.

Objetivos especificos:

v Avaliar a técnica de soroaglutinagdo microscopica em soro tratado com 2-
mercaptoetanol (SAM-2ME), comparando-a a SAM e a RIFI-IgM para

determinar a presencga de anticorpos IgM e diferenciar a fase da infecgéao;

v' Determinar a distribuicdo de L. interrogans sorovar Pomona e Canicola em
tecidos, especialmente dos rins e dos ovarios, pela prova de reacdo em

cadeia pela polimerase (PCR);

v" Acompanhar a evolugao do estagio de portador renal e/ou reprodutivo para as

estirpes patogénicas de Leptospira interrogans sorovar Pomona e Canicola;

v" Determinar a relacéo entre as provas soroldgicas e a detecgao de leptospiras

pela PCR em diferentes momentos da infecgao.
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4 Material e métodos

4.1 Delineamento experimental

Foram utilizados 120 camundongos fémeas Swiss/Uni, isogénicos, albinos,
entre quatro e seis semanas de idade, com cerca de 30 a 40g, adquiridos do Centro
Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica (CEMIB)/UNICAMP-Campinas-SP. A
manutencdo dos animais inoculados e o processamento das amostras foram
realizados nos laboratérios do Nucleo de Pesquisas em Zoonoses (NUPEZO), do
Departamento de Higiene Veterinaria e Saude Publica, da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia (FMVZ)/UNESP-Botucatu-SP, no periodo de agosto de 2006
a abril de 2007.

A pesquisa foi realizada utilizando-se duas estirpes conhecidamente
patogénicas para hamsters de Leptospira interrogans, a saber: L. interrogans
sorovar Canicola, isolada de figado suino, em Londrina-PR (FREITAS et al., 2004); e
L. interrogans sorovar Pomona, estirpe Fromm, mantida no Laboratério de Zoonoses
Bacterianas, do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Saude Animal
(VPS), da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ)/USP-Sao Paulo-
SP, desde o final da década de 1980. Ambas, gentiimente, cedidas pelo citado
Laboratdrio.

Para cada estirpe foram utilizados 60 animais. Cada conjunto de 60 animais
foi dividido em trés grupos com 20 camundongos cada, 14 inoculados com a
respectiva estirpe patogénica e seis inoculados com amostra de meio de EMJH
estéril, como controle-negativo. Para acompanhamento sorolégico foram colhidas
amostras de sangue inicialmente em periodos curtos de dias até a segunda semana,
em seguida, semanalmente até o dia 77, e apds, a cada 14 dias até o final do
experimento (2, 4, 7, 10, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63, 70, 77, 91, 105, 119, 133,
147, 161, 175).

A pesquisa de leptospiras pela PCR foi realizada inicialmente em periodos
curtos de dias até a segunda semana, em seguida, semanalmente até o dia 35, e
apos, nos dias 91 e 175 pos inoculagao (2, 4, 7, 10, 14, 21, 28, 35, 91 e 175) em
amostras sanguineas; e semanalmente até o dia 35, e nos dias 91 e 175 pos

inoculagdo em amostras teciduais (7, 14, 21, 28, 35, 91 e 175).
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Em cada colheita de amostras foram escolhidos, aleatoriamente, cinco
animais inoculados com a respectiva estirpe patogénica e dois controles negativos,
sem repetigdo dos animais escolhidos até a colheita do 28° dia pds inoculagéo (dpi).
Apods esta data foi realizado o revezamento dos animais para colheita das amostras.

Durante o experimento, os animais foram mantidos em gaiolas de
polipropileno 41x34x16cm (comprimento x largura x altura) com piso de acgo
inoxidavel gradeado coberto com maravalha autoclavada e fornecimento de ragéo

comercial e agua potavel, “ad libitum”.

4.2 Estirpes patogénicas de Leptospira interrogans

As estirpes L. interrogans sorovar Canicola e L. interrogans sorovar Pomona
foram mantidas no NUPEZO por passagens alternadas em hamsters e meio de
cultura semi-soélido de Fletcher. Para a preparacao dos indculos, as estirpes foram
repicadas em meio liquido de EMJH e apds o crescimento, as leptospiras foram
contadas em microscopia de campo escuro, sendo o volume final do indculo
ajustado para 1,5 a 2,5x10° microrganismos/mL (20 a 30 leptospiras por campo
escuro em aumento de 400X, microscopio de campo escuro, Jena-Carl Zeiss®). A
infeccdo experimental foi realizada via intraperitonial, com 0,5mL do indculo para

cada animal.

4.3 Colheita das amostras

4.3.1 Sangue

Foram colhidos 0,5mL de sangue por pungao do plexo venoso retro-orbital
dos animais, com uso de tubos capilares e em microtubos de plastico de 1,5mL sem
EDTA. Quando necessario foi colhido 0,3mL de sangue em microtubo contendo
EDTA 10%, na propor¢cao de 20uL/mL de sangue. As amostras de sangue sem
EDTA foram dessoradas apés retracdo do coagulo e centrifugagao a 2500xg por dez
minutos, acondicionando-se 0s soros em novos microtubos de plastico de 1,5mL,
mantidos em freezer a -20°C até o momento da realizagdo das provas soroldgicas.
As amostras sanguineas contendo EDTA foram imediatamente congeladas em

freezer a -80°C para posterior processamento pela PCR.
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4.3.2 Amostras teciduais

As amostras teciduais de rins, figado e ovarios foram obtidas de forma
asséptica, apdés a eutanasia dos animais em camara saturada de vapor de
isoflurano. Em seguida foram maceradas em gral com pistilo, separadamente, e
suspendidas em agua ultrapura, na proporgao aproximada de 1:5 para rins e figado,
e 1:10 para ovarios, sendo acondicionadas em microtubos de plasticos de 1,5mL e

congeladas a -80°C até o momento do processamento.

4.4 Métodos diagndsticos
Todas as amostras sorologicas foram testadas pelas provas de SAM, SAM-

2ME, RIFI-IgM e RIFI-IgG para pesquisa de anticorpos das classes IgG e IgM.

4.4.1 Soroaglutinacdo Microscopica (SAM)

Para a prova de soroaglutinacdo microscépica seguiu-se as normas do
Ministério da Saude (BRASIL, 1995), utilizando-se 24 sorovares de Leptospira spp.
em culturas vivas com sete dias de crescimento em meio liquido de EMJH, diluidas
na proporgdo 1:3 em solugado salina tamponada de fosfatos (SST) 0,01M pH7,2
(Quadro 1).

Cada amostra de soro foi diluida inicialmente a 1:50, e testada para todos os
sorovares, considerando-se positivas aquelas que apresentaram 50% ou mais de
aglutinagdo em relagado ao controle. As amostras positivas para o titulo inicial foram
novamente diluidas, sucessivamente, na razdo dois e testada(s) para o(s)
sorovar(es) que reagiu(ram) anteriormente. O titulo final corresponde a reciproca da

maior diluigdo do soro que apresentava 50% de aglutinagéo.
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Quadro 1 — Sorovares mantidos em meio de cultura liquido de EMJH com albumina
bovina “Tween 80", no NUPEZO' /FMVZ/UNESP-Botucatu-SP, utilizados na prova
de soroaglutinagdo microscopica em amostras de soro ndo tratados (SAM) e
tratados com 2-mercaptoetanol (SAM-2ME). Botucatu-SP, 2007

SOROGRUPO SOROVAR
Australis Australis
Bratislava
Autumnalis Autumnalis
Butembo
Ballum Castellonis
Bataviae Bataviae
Canicola Canicola
Celledoni Whitcombi
Cynopteri Cynopteri
Djasiman Djasiman
Sentot
Grippotyphosa Grippotyphosa
Hebdomadis Hebdomadis
Icterohaemorrhagiae Copenhageni

Icterohaemorrhagiae

Javanica Javanica
Panama Panama
Pomona Pomona
Pyrogenes Pyrogenes
Sejroe Hardjo
Wolffi
Shermani Shermani
Tarassovi Tarassovi
Seramanga Patoc

“NUPEZO - Nucleo de Pesquisas em Zoonoses
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4.4.2 Soroaglutinacdo microscopica em soro tratado com 2-

mercaptoetanol (SAM-2ME)

Uma aliquota de cada soro reagente na prova de SAM foi tratada com igual
volume de 2-mercaptoetanol 0,2M, diluida em SST 0,01M pH7,2, e incubada por
duas horas a 37°C (adaptado de Crawford, 1972a) e testada pela SAM, como

descrito anteriormente.

4.4.3 Reacédo de imunofluorescéncia indireta para anticorpos IgM e IgG

(RIFI-IgM e RIFI-IgG)

A RIFI foi realizada em laminas para imunofluorescéncia com 12 circulos,
sensibilizados com o antigeno homologo de cada sorovar inoculado, a partir de
cultura pura em meio de EMJH com sete dias de crescimento, diluido na proporgao
1:2 com SST 0,01 pH7,2, colocando-se 10uL do antigeno em cada circulo e
aspirando-se o0 excesso apoés alguns minutos, deixando uma camada fina nos
circulos, deixando secar em temperatura de 28°C. Cada amostra de soro foi diluida
inicialmente na proporgdo 1:50 com SST 0,01 pH7,2 e testada nas laminas
sensibilizadas com o antigeno, incubando-se em camara umida por 30 minutos a
37°C. Apds a incubacgio, as laminas foram lavadas duas vezes com SST 0,01 pH7,2
por dez minutos.

Os conjugados anti-lgG mouse-FITC e anti-IlgM mouse-FITC (Sigma-
Audrich, EUA), foram diluidos na propor¢ao de 1:50 e 1:30 em solugédo de azul de
Evans, respectivamente. As solugdes dos conjugados foram adicionadas as
laminas, incubando-se por 30 minutos a 37°C, em camara Umida, e apds, lavando-se
duas vezes com SST 0,01 pH7,2 por dez minutos. As laminas foram secas e
procedeu-se a leitura em microscopia de fluorescéncia (microscopio Zeiss SH250 -
Zeiss®). As amostras reagentes foram diluidas na razdo dois, e retestadas conforme
descricdo anterior, considerando-se como titulo final, aquele em que as leptospiras

ainda eram visualizadas pela fluorescéncia.

4.4.4 Reacao em cadeia pela polimerase (PCR)

4.4.4.1 Extracao e purificacdo de DNA

A extracao e purificagdo de DNA das amostras sanguineas e teciduais foram
realizadas utilizando-se um kit de extragdo, GFX™ Genomic Blood DNA Purification

Kit (GE Healthcare/Life Sciences®), pelo método proporcional (scalable method) com
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algumas alteracdes, conforme instrugdo do fabricante, e utilizando-se 100uL de

amostra de sangue total com EDTA e 125uL da suspensao de amostra tecidual.

4.4.4.2 Amplificagcdo de DNA

Foram utilizados os oligonucleotideos descritos por Mérien et al. (1992),
como segue: 38-57 (5-GGCGGCGCGTCTTAAACATG-3') e 348-368 (5-
TTCCCCCCATTGAGCAAGATT-3’) (Dialab®).

A amplificagdo do DNA foi realizada segundo adaptagdo do protocolo
descrito por Mérien et al. (1992). Cada tubo de reagao de 0,2mL recebeu 5ulL de
tampao de PCR (50mM KCI, 10mM Tris-HCI), 1,5uL de MgCl, (1,5M), 8,0uL de
solugdo de deoxinucleotideos (1,25mM), 0,3uL de Tag-polimerase (5U/uL)
(Invitrogen®), 5uL de cada oligonucleotideo (10pM/uL - dialab®), 15,2uL de &agua
ultrapura e 10uL de amostra obtida no final da extragdo. A preparagao foi submetida
a 30 ciclos em termociclador, sendo o primeiro a desnaturagdo a 94°C por trés
minutos, anelamento a 63°C por 1,5 minutos e extensdo a 72°C por dois minutos. Os
préximos 29 ciclos consistiram de desnaturagdo a 94°C por um minuto, anelamento
a 63°C por 1,5 minutos e extensdo a 72°C por dois minutos, incluindo-se dez

minutos adicionais a 72°C ao final para completar a extensao dos “amplicons”.

4.4.4.3 Visualizagcéo dos produtos da PCR

A uma aliquota de 10uL de cada preparagao submetida a amplificagao foram
adicionados 2uL de uma solugdo de azul de bromofenol (0,15g Tris-hidroximetil-
aminometano-Tris + 1mg azul de bromofenol + 4g sacarose + 10mL agua
deionizada). Apds homogeneizagdo, a solugdo foi submetida a eletroforese
horizontal em gel de agarose 2,0% com tampé&o tris-borato-EDTA 0,5x (54g Tris-
hidroximetil-aminometano-Tris + 27,59 acido bdrico + 20mL solugdo estoque de
EDTA 0,5M + 980mL agua deionizada) e corrida a 100V por aproximadamente uma
hora. Apos a corrida, o gel foi submerso em solugdo de brometo de etideo (5uL
brometo de etideo + 20mL tampé&o tris-borato-EDTA 5x + 80mL agua deionizada).
Para a visualizagdo das bandas foi usado um transluminador ultravioleta com filtro

de 300nm e fotografado com sistema fotografico Polaroid®.
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4.4.4.4 Controles

Para cada seqliéncia de extracao e purificacdo, e PCR das amostras foram
utilizados controles. Para as amostras dos 6rgéos foi utilizada suspensao de figado
e/ou rins, contaminados com L. interrogans sorovar Canicola, na concentragdo de
2,0x10% leptospiras/mL, e para o sangue total, foi utilizado amostras de sangue
também com EDTA contaminadas com leptospiras na mesma concentragao anterior.

Para o controle negativo foi utilizado agua ultrapura.

4.4.4.5 Sensibilidade analitica
As técnicas de extragao e purificacdo, PCR e eletroforese foram testadas
nas diferentes amostras de tecidos e de sangue total pela contaminagao
experimental de amostras sabidamente negativas com L. interrogans sorovar
Canicola, nas concentragdes aproximadas de 2,0x10°%, 2,0x10", 2,0x10%, 2,0x10° e
2,0x10* microrganismos por mililitro de suspensdo de cada amostra de érgéo e de
sangue total com EDTA.
Foram testados dois protocolos adaptados de extracao e purificacdo de DNA:
o primeiro utilizando o método do fenol, cloroférmio e proteinase K, segundo Soares
(1998) (Anexo 6) e, o segundo, pelo método proporcional (scalable method) do kit
GFX™ Genomic Blood DNA Purification Kit (GE Healthcare/Life Sciences®),

seguindo instrucao do fabricante (Anexo 5).

4.5 Analise estatistica

Para a andlise estatistica, os valores em titulo foram transformados em
valores de log na base 10 e calculando-se as médias e a area sob curva (ASC) da
cinética de anticorpos, segundo Triola (2005), sendo os resultados comparados pelo
teste t de Student. Para comparacédo das proporcdes foi utilizado o teste do Qui-

quadrado. Para todas as analises foi considerado um nivel de significancia a=0,05.
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5 Resultados

5.1 Animais de experimentacao

Durante o experimento, os animais inoculados com as estirpes patogénicas
de Leptospira interrogans sorovar Pomona e Canicola n&o demonstraram
suscetibilidade a doenca. Nao houve 6bitos e nao foi observada nenhuma alteracao
clinica e comportamental dos animais. Os animais controles negativos, embora
mantidos juntamente com os infectados, n&o apresentaram positividade

sorologicamente ou pela PCR.

5.2 Sensibilidade analitica da PCR

O uso do protocolo do fenol, cloroférmio e proteinase K nao permitiu detectar
DNA de leptospiras nas amostras contaminadas de sangue total e nas suspensoes
de figado e rim. Entretanto, nessas Uultimas, quando diluidas novamente na
proporgao 1:2 com agua ultrapura, foi possivel a detecgdo quando na concentragao
de 2,0x10* leptospiras/mL (Figura 1). Em relagdo a suspensdo de ovario foi possivel
detectar até 2,0x10° leptospiras/mL (Figura 2). Foi utilizado 250uL de cada amostra
para extragao e purificagdo de DNA, com exceg¢do do sangue, onde utilizou-se
100pL.

RIM FIGADO

Figura 1 — Gel de agarose a 2%. Visualizagao de banda de 331pb, amplificado de segmento
de DNA de leptospira, de amostras de rim e figado contaminadas nas concentragdes de
2,0x10* (linha 1); 2,0x10° (2); 2,0x10% (3); 2,0x10" (4); e 2,0x10° (5) leptospiras/mL,
respectivamente. As mesmas amostras rediluidas na proporcdo 1:2 e retestadas,
concentragdes 2,0x10* (6); 2,0x10° (7); 2,0x10? (8); 2,0x10" (9); e 2,0x10° (10)
leptospiras/mL. Extracido e purificacdo pelo protocolo do fenol, cloroférmio e proteinase K.
Botucatu-SP, 2007
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Figura 2 — Gel de agarose a 2%. Visualizagao de banda de 331pb, amplificado de segmento
de DNA de leptospira, de amostras de ovario contaminadas nas concentragdes de 2,0x10*
(linha 1); 2,0x10° (2); 2,0x10% (3); 2,0x10" (4); e 2,0x10° (5) leptospiras/mL. Amostras
rediluidas na proporcado 1:2 e retestadas, concentragbes 2,0x10* (6); 2,0x10° (7); 2,0x10?
(8); 2,0x10" (9); e 2,0x10° (10) leptospiras/mL. Extracdo e purificagdo pelo protocolo do

fenol, cloroférmio e proteinase K. Botucatu-SP, 2007

Quanto ao protocolo de extracdo e purificacdo pelo kit GFX™ Genomic
Blood DNA Purification Kit (GE Healthcare/Life Sciences®) detectou-se até 2,0x10?
leptospiras/mL de sangue total com EDTA e a mesma concentragdo para amostras

de rim, figado e ovario (Figura 3 e 4). Foi utilizado 100uL da amostra de sangue total

e 125uL da amostra dos tecidos.

Figura 3 — Gel de agarose a 2%. Visualizagao de banda de 331pb, amplificado de segmento
de DNA de leptospira, de amostras de sangue total com EDTA contaminadas nas
concentragdes de 2,0x10* (linhas 1 e 5); 2,0x10° (2 e 6); 2,0x10? (3 e 7); e 2,0x10" (4 e 8)
leptospiras/mL. Extracdo e purificacdo pelo kit GFX™ Genomic Blood DNA Purification Kit
(GE Healthcare/Life Sciences®). Botucatu-SP, 2007
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pb PM C1 €2 C3 C4 R1 R2 F3 R4 F1 F2 F3 F4 O1 O2 O3 04 C-

Figura 4 — Gel de agarose a 2%. Visualizagao de banda de 331pb, amplificado de segmento
de DNA de leptospira, de amostras de suspensido de tecidos (rim, figado e ovario)
contaminadas nas concentracdes de 2,0x10% 2,0x10% 2,0x10% e 2,0x10" leptospiras/mL.
Linhas C1, C2, C3 e C4 (amostra pura de leptospiras em agua ultrapura, nas concentragoes
respectivas citadas acima); R1, R2, R3 e R4 (rim); F1, F2, F3 e F4 (figado) e 01, 02, O3 e
04 (ovario). Extracdo e purificacdo pelo kit GFX™ Genomic Blood DNA Purification Kit (GE
Healthcare/Life Sciences®). Botucatu-SP, 2007

5.3 Camundongos inoculados com L. interrogans sorovar Canicola

5.3.1 SAM e SAM-2ME (Canicola)

Os resultados da SAM e SAM-2ME, de acordo com a data da colheita por
animal pesquisado, inoculado com a estirpe patogénica de L. interrogans sorovar
Canicola, podem ser observados na tabela 1.

A avaliacido dos resultados foi realizada sobre os momentos pesquisados e
calculando-se a média aritmética dos titulos de anticorpos das cinco unidades
experimentais (camundongos).

Pela SAM, considerando o titulo inicial de 50, foi possivel observar reagcao
positiva nas amostras de soro a partir do 4° dia pos inoculagéo (dpi). O titulo médio
maximo de anticorpos foi observado no 35° dpi, indicando o momento de pico de

anticorpos, decaindo gradativamente até o final do experimento no 175° dpi.



Tabela 1 — Soroaglutinagdo microscopica em amostras de soro nao tratadas (SAM) e tratadas com 2-mercaptoetanol (SAM-2ME),
de camundongos experimentalmente infectados com estirpe patogénica de L. interrogans sorovar Canicola, de acordo com a data

de colheita pos inoculagao. Botucatu-SP, 2007

ANIMAL (RESULTADO SAM - TiTULO) ANIMAL (RESULTADO SAM-2ME - TiTULO)

DIA MEDIA DIA MEDIA
1 2 3 4 5 1 2 3 4

2 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0

4 100 50 50 0 0 40 4 0 0 0 0 0 0

7 400 200 800 800 800 600 7 0 0 0 0 50 10
14 400 400 1600 DESC 1600 1000 14 200 400 400 DESC 800 450
21 1600 12800 1600 3200 3200 4480 21 1600 6400 1600 3200 3200 3200
28 NR 3200 3200 3200 NR 3200 28 NR 3200 1600 3200 NR 2666
35 6400 6400 6400 6400 3200 5760 35 3200 6400 3200 6400 1600 4160
42 6400 6400 DESC 3200 3200 4800 42 3200 6400 DESC 3200 1600 3600
49 6400 1600 1600 3200 3200 3200 49 3200 800 1600 800 1600 1600
56 1600 DESC 800 800 1600 1200 56 1600 DESC 400 800 800 900
63 400 800 6400 800 3200 2320 63 200 800 3200 400 1600 1240
70 DESC 800 800 1600 400 900 70 DESC 400 800 800 200 550
77 400 800 800 1600 6400 2000 77 200 400 800 800 3200 1080
91 1600 1600 800 400 400 960 91 800 800 200 200 200 440
105 800 800 800 1600 DESC 1000 105 400 400 800 1600 DESC 800
119 400 1600 800 1600 DESC 1100 119 400 800 400 800 DESC 600
133 400 DESC 1600 1600 400 1000 133 400 DESC 800 800 400 600
147 400 200 800 800 400 520 147 400 200 800 800 400 520
161 200 200 800 800 800 560 161 200 200 800 400 800 480
175 800 DESC 200 200 400 400 175 800 DESC 200 100 200 325

DESC = desconsiderado TITULO INICIAL = 50 (soro diluido na proporgéo 1:50 com SST pH 7,2)

NR = n&o realizado TITULACAO = RAZAO 2 (50; 100; 200; 400; 800; 1600; ...)



RESULTADOS 52

A SAM-2ME mostrou positividade a partir do 7° dpi, apresentando valores de
titulos sorolégicos menores do que a SAM, em todos os momentos.

Comparando-se a diferenca entre a média da SAM e a média da SAM-2ME,
denominado de SAM-IgM, com o valor da média da SAM-2ME observa-se que o
valor da SAM-IgM é maior até o 14° dpi. Considerando que o valor da SAM-IgM,
provavelmente, corresponderia aos anticorpos da classe IgM, a predominancia dos
anticorpos IgM seria observada até o dia 14 pds inoculagao.

A evolugao da cinética de anticorpos antileptospiras detectados pela SAM e
SAM-2ME pode ser observada no grafico 1.

Nao foi observada reacado sorolégica positiva para nenhum outro sovorar

testado, em nenhum dos momentos estudados.
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Dias apés infeccéo

|+ SAM —=— SAM-2ME

Grafico 1 — Cinética de anticorpos antileptospiras da soroaglutinagdo microscépica em
amostras de soro nao tratadas (SAM) e tratadas com 2-mercaptoetanol (SAM-2ME), de
camundongos experimentalmente infectados com L. interrogans sorovar Canicola. Botucatu-
SP, 2007

5.3.1.1 Resultados falso-negativos na SAM (Efeito prozona)

Na titulagdo das amostras sorolégicas reagentes ao titulo inicial foi
observado a presenca de varias amostras de soro com resultados falso-negativos
nos titulos 50 e 100, e uma amostra até o titulo 200, indicando a possivel presenca

do efeito prozona na prova de soroaglutinagao microscopica.
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Os resultados falso-negativos foram comparados aos titulos finais de cada
soro e com os diferentes periodos de colheita, observando-se diferenca estatistica
significativa e, portanto, associagcdo dos resultados falso-negativos com o aumento

dos titulos e o periodo inicial apds a inoculacéo (Tabela 2, 3, 4 e 5).

Tabela 2 — Ocorréncia de resultados falso-negativos no titulo 50 na fase de titulagdo da
soroaglutinagcdo microscépica (SAM) em amostras de soro de camundongos
experimentalmente infectados com L. interrogans sorovar Canicola, de acordo com os titulos

sorolégicos maximos obtidos. Botucatu-SP, 2007

Titulo Resultado falso-negativo no titulo 50 Total
Sim (%) Nao (%)

<100 0 5 (100,0) 5
200 3 (50,0) 3 (50,0) 6
400 6 (42,9) 8 (57,1) 14
800 8 (36,4) 14 (63,6) 22
1600 11 (64,7) 6 (35,3) 17
3200 9(81,8) 2 (18,2) 11
6400 9 (100,0) 0 9

12800 1(100,0) 0 1

P=0,001, a=0,05

Tabela 3 - Ocorréncia de resultados falso-negativos no titulo 50 na fase de titulacdo da
soroaglutinacdo microscépica (SAM) em amostras de soro de camundongos
experimentalmente infectados com L. interrogans sorovar Canicola, de acordo com o

periodo de colheita das amostras. Botucatu-SP, 2007

Periodo (dia) Resultado falso-negativo no titulo 50 Total
Sim (%) N&o (%)
< 56 28 (70,0) 12 (30,0) 40
> 56 19 (42,2) 26 (57,8) 45

P=0,01, «=0,05
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Tabela 4 — Ocorréncia de resultados falso-negativos no titulo 100 na fase de titulagcdo da
soroaglutinagdo microscépica (SAM) em amostras de soro de camundongos
experimentalmente infectados com L. interrogans sorovar Canicola, de acordo com os titulos

sorolégicos maximos obtidos. Botucatu-SP, 2007

Titulo Resultado falso negativo no titulo 100 Total
Sim (%) Nao (%)

<100 0 (5) 100,0 5
200 (2) 33,3 (4) 66,7 6
400 (4) 28,6 (10) 71,4 14
800 (2) 9,1 (20) 90,9 22
1600 (7) 41,2 (10) 58,8 17
3200 (5) 45,5 (6) 54,5 11
6400 (5) 55,5 (4) 45,5 9

12800 1(100,0) 0 1

P=0,041, a=0,05

Tabela 5 - Ocorréncia de resultados falso-negativos no titulo 100 na fase de titulagdo da
soroaglutinacdo microscopica (SAM) em amostras de soro de camundongos
experimentalmente infectados com L. interrogans sorovar Canicola, de acordo com periodo

de colheita das amostras. Botucatu-SP, 2007

Periodo (dia) Resultado falso- negativo no titulo 100 Total
Sim (%) N&o (%)
<42 (16) 51,61 (15) 48,39 31
> 42 (10) 18,52 (44) 81,48 54
P=0,05, a=0,05

5.3.2 RIFI-IlgM e RIFI-IgG (Canicola)

Os resultados da RIFI-IgM e RIFI-IgG para os animais inoculados com L.
interrogans sorovar Canicola estao expressos na tabela 6.

Na RIFI foi possivel detectar anticorpos da classe IgM e IgG, de forma
diferenciada. Os anticorpos da classe IgM foram detectados a partir das amostras
soroldgicas colhidas no 4° dpi, apresentando o titulo médio maximo no 14° dia e nédo
sendo mais observados nas amostras colhidas a partir do 21° dia.

Os anticorpos IgG foram observados a partir do 7° dpi, com titulo médio
maximo no 35° dia, decaindo gradativamente até o dia 70 e persistindo em niveis

baixos até o final do experimento no 175° dpi.
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Observou-se que os anticorpos da classe IgG comegam a aparecer
expressivamente no momento em que os anticorpos IgM n&o sdo mais detectados. A
cinética de anticorpos das duas classes de anticorpos detectadas pela RIFI, em
valores de titulos, sdo mostradas no grafico 2.



Tabela 6 — Reagao de imunofluorescéncia indireta para anticorpos IgM (RIFI-IgM) e I1gG (RIFI-IgG) em amostras de soro de
camundongos experimentalmente infectados com estirpe patogénica de L. interrogans sorovar Canicola, de acordo com a data de
colheita. Botucatu-SP, 2007

ANIMAL (RESULTADO RIFI-IgM TITULO) ANIMAL (RESULTADO RIFI-IgG TiTULO)

DIA 1 2 3 4 5 MEDIA DIA 1 2 3 4 5 MEDIA
2 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0
4 100 50 100 100 50 80 4 0 0 0 0 0 0
7 400 100 400 400 400 340 7 0 0 0 0 50 10
14 400 200 400 DESC 400 350 14 50 0 50 DESC 0 25
21 0 0 0 0 0 0 21 400 400 200 200 400 320
28 NR 0 0 0 NR 0 28 NR 400 400 400 NR 400
35 0 0 0 0 0 0 35 800 800 400 800 800 720
42 0 0 DESC 0 0 0 42 800 800 DESC 400 400 600
49 0 0 0 0 0 0 49 800 200 200 400 200 360
56 0 DESC 0 0 0 0 56 800 DESC 200 400 200 400
63 0 0 0 0 0 0 63 200 100 800 400 400 380
70 DESC 0 0 0 0 0 70 DESC 200 200 400 100 225
77 0 0 0 0 0 0 77 100 100 200 200 200 160
91 0 0 0 0 0 0 91 400 100 100 100 100 160

105 0 0 0 0 DESC 0 105 200 100 200 200 DESC 175

119 0 0 0 0 DESC 0 119 200 400 100 100 DESC 200

133 0 DESC 0 0 0 0 133 100 DESC 400 400 100 250

147 0 0 0 0 0 0 147 200 50 200 200 100 150

161 0 0 0 0 0 0 161 100 100 200 200 200 160

175 0 DESC 0 0 0 0 175 200 DESC 100 50 100 112,56

DESC = desconsiderado TITULO INICIAL = 50 (soro diluido na proporgéo 1:50)

NR = né&o realizado TITULAGAO = RAZAO 2 (50; 100; 200; 400; 800; 1600; .....)
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Gréfico 2 — Cinética de anticorpos antileptospiras da reagdo de imunofluorescéncia indireta
para anticorpos IgM (RIFI-IgM) e IgG (RIFI-IgG) em amostras de soro de camundongos

experimentalmente infectados com L. interrogans sorovar Canicola. Botucatu-SP, 2007

5.3.3 Comparacéao dos resultados soroldgicos (Canicola)

Para comparacao estatistica das duas técnicas soroldgicas utilizadas,
quanto a deteccdo de anticorpos das duas diferentes classes, os resultados
expressos em titulos foram convertidos em valores de log na base 10 (log da
reciproca da dilui¢do), acrescentando-se o valor um em todos os titulos (Anexos 1 e
2).

Foram comparados os valores das médias * desvio padrdo dos titulos de
anticorpos (log da reciproca da diluicdo), em cada momento, da RIFI-IgM e o
resultado da diferenca entre a SAM e SAM-2ME, denominado de SAM-IgM (Tabela
7), e da RIFI-IgG e SAM-2ME (Tabela 9). As diferencas, significativas ou ndo, podem
ser observadas nas respectivas tabelas.

Da mesma forma foi comparado o valor da média + desvio padrdo da area
sob curva (ASC) referente aos titulos de anticorpos (log da reciproca da diluicao) da
RIFI-IgM e SAM-IgM, sem diferencga significativa (Grafico 3 e Tabela 8), e RIFI-IgG e
SAM-2ME, com diferencga significativa (Grafico 4 e Tabela 10).
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Tabela 7 - Média £+ desvio-padrao dos titulos de anticorpos (log da reciproca da diluigao)
antileptospiras de amostras de soro de camundongos experimentalmente infectados com
estirpe patogénica de L. interrogans sorovar Canicola. Comparagdo da reagado de

imunofluorescéncia indireta para anticorpos IgM (RIFI-IgM) e da SAM-IgM*, segundo o dia

de colheita das amostras. Botucatu-SP, 2007

Dias ap6s inoculacéo RIFI-IlgM SAM-IgM
2 0,00% + 0,00 0,00% + 0,00
4 1,89%+ 0,16 1,08% + 1,00
7 2,48 + 0,27 2,387+ 0,71
14 2,532 +0,15 0,24° + 0,25
21 0,00% + 0,00 0,06°+ 0,13
28 0,00% + 0,00 0,067 + 0,13
35 0,00% + 0,00 0,18%+ 0,16
42 0,00% + 0,00 0,12+ 0,16
49 0,00% + 0,00 0,30° + 0,21
56 0,00% + 0,00 0,12+ 0,16
63 0,002 + 0,00 0,24°+ 0,13
70 0,00% + 0,00 0,187+ 0,16
77 0,00% + 0,00 0,24°+ 0,13
91 0,00% + 0,00 0,36° + 0,13
105 0,00% + 0,00 0,12%+ 0,16
119 0,00% + 0,00 0,187+ 0,16
133 0,00% + 0,00 0,12°+ 0,16
147 0,00% + 0,00 0,00° + 0,00
161 0,00% + 0,00 0,06°+ 0,13
175 0,00% + 0,00 0,12+ 0,16

*Observagao: o valor de SAM-IgM refere-se ao resultado da diferenga entre a SAM e a SAM-2ME

(SAM — SAM-2ME = SAM-IgM).

Estatistica: valores de média seguidos de letras diferentes indicam diferengas significativas entre os

testes, para cada dia avaliado, pelo teste t pareado, considerando a=0,05.
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Gréafico 3 - Comparagao da cinética de anticorpos antileptospiras da reacdo de
imunofluorescéncia indireta para anticorpos IgM (RIFI-IgM) e da SAM-IgM* em amostras de
soro de camundongos experimentalmente infectados com L. interrogans sorovar Canicola,

segundo o dia de colheita das amostras. Botucatu-SP, 2007

*Observagao: o valor de SAM-IgM refere-se ao resultado da diferenga entre a SAM e a SAM-2ME
(SAM — SAM-2ME = SAM-IgM).

Tabela 8 - Média * desvio-padrdo da area sob curva (ASC) referente aos titulos de
anticorpos (log da reciproca da diluigdo) séricos antileptospiras sorovar Canicola de
camundongos experimentalmente infectados. Comparagao da reacao de imunofluorescéncia
indireta para anticorpos IgM (RIFI-IgM) e da SAM-IgM*, segundo o dia de colheita das
amostras. Botucatu-SP, 2007

Teste Média + desvio-padrédo da ASC
RIFI-IgM 62,58% + 15,51
SAM-IgM 80,577 + 13,92

Teste t pareado 1,69

Valor de P 0,1662

*Observagao: o valor de SAM-IgM refere-se ao resultado da diferenga entre a SAM e a SAM-2ME
(SAM — SAM-2ME = SAM-IgM).

Estatistica: valores de média seguidos de letras diferentes indicam diferengas significativas entre os

testes, para cada teste avaliado, pelo teste t pareado, considerando a=0,05.



RESULTADOS 60

Tabela 9 - Média + desvio-padrao dos titulos de anticorpos (log da reciproca da diluigao)
séricos antileptospiras sorovar Canicola de camundongos experimentalmente infectados.
Comparagao da reagado de imunofluorescéncia indireta para anticorpos IgG (RIFI-IgG) e da
soroaglutinagdo microscopica em soro tratado com 2ME (SAM-2ME), segundo o dia de

colheita das amostras. Botucatu-SP, 2007

Dias ap06s inoculacao RIFI-IgG SAM-2ME
2 0,00% + 0,00 0,00% + 0,00
4 0,00% + 0,00 0,00% + 0,00
7 0,342+ 0,76 0,34% + 0,76
14 0,85% + 0,99 2,60° + 0,25
21 2,48%+0,16 3,45+ 0,25
28 2,60% + 0,00 3,40° + 0,17
35 2,84%+0,13 3,57°+0,25
42 2,754+ 0,17 3,517+ 0,25
49 2,48%+ 0,27 3,14° £ 0,25
56 2,53% + 0,29 2,90° + 0,25
63 2,48% + 0,34 2,90° + 0,48
70 2,30% + 0,24 2,68° + 0,29
77 2,18+ 0,16 2,84 + 0,45
91 2,122+ 0,27 2,54° + 0,33
105 2,232+ 0,15 2,83+ 0,29
119 2,232+ 0,29 2,75+ 0,17
133 2,30% + 0,35 2,75+ 0,17
147 2,12% + 0,27 2,66° + 0,25
161 2,182+ 0,16 2,60° + 0,30
175 2,00% + 0,24 2,38+ 0,38

Estatistica: valores de média seguidos de letras diferentes indicam diferengas significativas entre os

testes, para cada dia avaliado, pelo teste t pareado, considerando a=0,05.
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Gréfico 4 - Comparagdao da cinética de anticorpos antileptospiras da reagdo de
imunofluorescéncia indireta para anticorpos 1gG (RIFI-IgG) e da soroaglutinagéo
microscopica em soro tratado com 2ME (SAM-2ME) em amostras de soro de camundongos
experimentalmente infectados com L. interrogans sorovar Canicola, segundo o dia de

colheita das amostras. Botucatu-SP, 2007

Tabela 10 - Média + desvio-padrdo da area sob curva (ASC) referente aos titulos de
anticorpos (log da reciproca da diluigdo) séricos antileptospiras sorovar Canicola de
camundongos experimentalmente infectados. Comparagao da reacao de imunofluorescéncia
indireta para anticorpos IgG (RIFI-IgG) e da soroaglutinagdo microscopica em soro tratado
com 2ME (SAM-2ME), segundo o dia de colheita das amostras. Botucatu-SP, 2007

Teste Média + desvio-padrdo da ASC
RIFI-IgG 663,76% + 83,46
SAM-2ME 837,53" + 71,59

Teste t pareado 12,12

Valor de P 0,0003

Estatistica: valores de média seguidos de letras diferentes indicam diferengas significativas entre os

testes, para cada teste avaliado, pelo teste t pareado, considerando a=0,05.
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5.3.4 PCR (Canicola)

Para os camundongos inoculados com o sorovar Canicola houve
positividade na PCR somente para uma unica amostra de sangue, colhida de um
animal no segundo dia pds inoculagdo. A intensidade de formacdo da banda
visualizada no gel de agarose foi fraca, indicando pouca quantidade de leptospiras
na amostra.

Todas as outras amostras de sangue foram negativas, igualmente as

amostras de tecidos.

5.4 Camundongos inoculados com L. interrogans sorovar Pomona

5.4.1 SAM e SAM-2ME (Pomona)

O resultado da SAM e SAM-2ME, de acordo com a data de colheita nos
animais inoculados com L. interrogans sorovar Pomona, pode ser observado na
tabela 11.

Observou-se reacdo positiva a partir do 10° dpi na SAM. O titulo médio
maximo de anticorpos detectados foi observado em dois momentos distintos, no 35°
dia e 77° dpi, com queda gradativa até o final do experimento.

A SAM-2ME apresentou positividade a partir do 14° dpi, com valores iguais
ou mais baixos em todos demais momentos pesquisados.

A evolucgao da cinética de anticorpos antileptospiras detectados pela SAM e
SAM-2ME pode ser observada no grafico 5.

Nao foi observada reacado sorolégica positiva para nenhum outro sovorar

testado, em nenhum momento estudado.



Tabela 11 - Soroaglutinacdo microscopica em amostras de soro nao tratadas (SAM) e tratadas com 2ME (SAM-2ME), de
camundongos experimentalmente infectados com estirpe patogénica de L. interrogans sorovar Pomona, de acordo com a data de

colheita. Botucatu-SP, 2007

ANIMAL (RESULTADO SAM TiTULO) ANIMAL (RESULTADO SAM 2ME TiTULO)

DIA MEDIA DIA MEDIA
1 2 3 4 5 1 2 3 4

2 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 4 0 0 0 0 0 0

7 0 0 0 0 0 0 7 0 0 0 0 0 0
10 100 50 0 100 0 50 10 0 0 0 0 0 0
14 0 0 0 0 200 40 14 0 0 0 0 50 10
21 0 0 0 0 400 80 21 0 0 0 0 400 80
28 50 0 400 50 0 100 28 50 0 400 0 0 90
35 800 800 200 800 200 560 35 200 800 100 800 200 420
42 400 50 800 0 50 260 42 200 0 400 0 0 120
49 100 100 0 400 400 200 49 0 0 0 400 200 120
56 50 200 400 100 50 160 56 0 100 400 0 0 100
63 0 100 400 800 400 340 63 0 0 200 400 400 200
70 0 0 200 200 800 240 70 0 0 200 0 400 120
77 800 200 1600 800 100 700 77 400 50 800 800 100 430
91 0 0 0 1600 200 360 91 0 0 0 1600 50 330
105 200 200 800 400 200 360 105 100 100 800 400 100 300
119 200 200 200 800 200 320 119 50 200 0 800 50 220
133 100 800 100 50 0 210 133 0 800 0 0 0 160
147 0 0 200 0 400 120 147 0 0 100 0 400 100
161 0 0 0 200 800 200 161 0 0 0 200 800 200
175 400 0 0 200 0 120 175 200 0 0 100 0 60

TITULO INICIAL = 50 (soro diluido na proporgdo 1:50)
TITULACAO = RAZAO 2 (50; 100; 200; 400; 800; 1600; ...)
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Gréfico 5 — Cinética de anticorpos antileptospiras da soroaglutinagao microscopica em
amostras de soro nao tratadas (SAM) e tratadas com 2ME (SAM-2ME), de camundongos

experimentalmente infectados com L. interrogans sorovar Pomona. Botucatu-SP, 2007

5.4.2 RIFI-IgM e RIFI-IgG (Pomona)

O resultado da RIFI-IgM e RIFI-IgG estdo expressos na tabela 12.

Os anticorpos da classe IgM foram detectados nas amostras sorologicas
colhidas a partir do 7° dpi, com titulo médio maximo no 10° dia, decaindo
gradativamente até o 21° dia, ndo sendo mais detectado apos este periodo.

Os anticorpos IgG foram detectados a partir do 10° dia, com titulo médio
maximo no 35° dia, decaindo gradativamente até o final do experimento, 175° dpi.

A cinética de anticorpos das duas classes de anticorpos pode ser apreciada

no grafico 6.



Tabela 12 — Reagao de imunofluorescéncia indireta para anticorpos IgM (RIFI-IgM) e I1gG (RIFI-IgG) em amostras de soro de
camundongos experimentalmente infectados com estirpe patogénica de L. interrogans sorovar Pomona, de acordo com a data de
colheita. Botucatu-SP, 2007

ANIMAL (RESULTADO RIFI-IgM TiTULO) ANIMAL (RESULTADO RIFI-IlgG TiTULO)

DIA 1 2 3 4 5 MEDIA DIA 1 2 3 4 5 MEDIA
2 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 4 0 0 0 0 0 0
7 50 0 0 50 50 30 7 0 0 0 0 0 0
10 200 50 50 100 200 120 10 0 0 0 0 50 10
14 200 0 0 50 0 50 14 0 0 0 0 0 0

21 0 0 0 50 0 10 21 0 50 50 0 100 40
28 0 0 0 0 0 0 28 200 100 400 100 200 200
35 0 0 0 0 0 0 35 400 800 100 800 100 440
42 0 0 0 0 0 0 42 200 200 800 50 0 250
49 0 0 0 0 0 0 49 100 200 100 200 100 140
56 0 0 0 0 0 0 56 50 200 400 50 100 160
63 0 0 0 0 0 0 63 50 100 100 50 100 80
70 0 0 0 0 0 0 70 100 0 200 50 200 110
77 0 0 0 0 0 0 77 100 0 100 50 200 90
91 0 0 0 0 0 0 91 100 50 0 200 100 90

105 0 0 0 0 0 0 105 50 100 100 100 0 70

119 0 0 0 0 0 0 119 100 200 50 100 0 a0

133 0 0 0 0 0 0 133 0 100 50 50 100 60

147 0 0 0 0 0 0 147 100 0 50 0 100 50

161 0 0 0 0 0 0 161 100 50 0 50 100 60

175 0 0 0 0 0 0 175 100 0 0 50 100 50

TITULO INICIAL = 50 (soro diluido na proporgéo 1:50)
TITULACAO = RAZAO 2 (50; 100; 200; 400; 800; 1600; .....)
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Gréfico 6 — Cinética de anticorpos antileptospiras da reagdo de imunofluorescéncia indireta
para anticorpos IgM (RIFI-IgM) e IgG (RIFI-IgG) em amostras de soro de camundongos

experimentalmente infectados com L. interrogans sorovar Pomona. Botucatu-SP, 2007

5.4.3 Comparacéao dos resultados sorolégicos (Pomona)

Para comparagao estatistica, os resultados expressos em titulos foram
convertidos em valores de log na base 10 (log da reciproca da diluigdo) (Anexos 3 e
4).

Foram comparados os valores das médias * desvio padrdo dos titulos de
anticorpos (log da reciproca da diluicdo), em cada momento de colheita, da RIFI-IgM
e o resultado da diferenca entre a SAM e SAM-2ME, denominado de SAM-IgM
(Tabela 13), e da RIFI-IgG e SAM-2ME (Tabela 15). As diferengas, significativas ou
nao, podem ser observadas nas respectivas tabelas.

Da mesma forma comparou-se o valor da média £ desvio padrao da area
sob curva (ASC) referente aos titulos de anticorpos (log da reciproca da diluicao) da
RIFI-IgM e SAM-IgM, com diferenca significativa (Grafico 7 e Tabela 14), e RIFI-IgG
e SAM-2ME, sem diferenca significativa (Grafico 8 e Tabela 16).
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Tabela 13 - Média + desvio-padrao dos titulos de anticorpos (log da reciproca da diluigao)

séricos antileptospiras sorovar Pomona de camundongos experimentalmente infectados.

Comparagao da reagdo de imunofluorescéncia indireta para anticorpos IgM (RIFI-IgM) e da

SAM-IgM*, segundo o dia de colheita das amostras. Botucatu-SP, 2007

Dias apo6s inoculacéao RIFI-IlgM SAM-IgM
2 0,00% £ 0,00 0,00% £ 0,00
4 0,00% £ 0,00 0,00% £ 0,00
7 1,02% £ 0,94 0,00% £ 0,00
10 2,01+ 0,30 1,14% £ 1,05
14 0,807+ 1,12 0,12% £ 0,27
21 0,34+ 0,76 0,00% £ 0,00
28 0,00% £ 0,00 0,34%+ 0,76
35 0,00 £ 0,00 0,18%+ 0,27
42 0,00% £ 0,00 0,80+ 0,83
49 0,00 £ 0,00 0,86 + 1,05
56 0,00% £ 0,00 1,142 £ 0,92
63 0,00% £ 0,00 0,52%+ 0,84
70 0,00% £ 0,00 0,52% + 1,00
77 0,00 £ 0,00 0,24% £ 0,25
91 0,00% £ 0,00 0,12% £ 0,27

105 0,00% £ 0,00 0,18%+ 0,16
119 0,00% £ 0,00 0,70 £ 0,94
133 0,00% £ 0,00 1,14% £ 1,05
147 0,00% £ 0,00 0,06*+ 0,13
161 0,00% £ 0,00 0,00% £ 0,00
175 0,00% £ 0,00 0,122+ 0,16

*Observacao: o valor de SAM-IgM refere-se ao resultado da diferenga entre a SAM e a SAM-2ME

(SAM — SAM-2ME = SAM-IgM).

Estatistica: valores de média seguidos de letras diferentes indicam diferengas significativas entre os

testes, para cada dia avaliado, pelo teste t pareado, considerando a=0,05.
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Grafico 7 — Comparacdo da cinética de anticorpos antileptospiras da reacdo de

imunofluorescéncia indireta para anticorpos IgM (RIFI-IgM) e da SAM-IgM* em amostras de
soro de camundongos experimentalmente infectados com L. interrogans sorovar Pomona,

segundo o dia de colheita das amostras. Botucatu-SP, 2007

*Observagao: o valor de SAM-IgM refere-se ao resultado da diferenga entre a SAM e a SAM-2ME
(SAM — SAM-2ME = SAM-IgM).

Tabela 14 - Média = desvio-padrdo da area sob curva (ASC) referente aos titulos de
anticorpos (log da reciproca da diluicdo) séricos antileptospiras sorovar Pomona de
camundongos experimentalmente infectados. Comparagao da reacao de imunofluorescéncia
indireta para anticorpos IgM (RIFI-IgM) e da SAM-IgM*, segundo o dia de colheita das
amostras. Botucatu-SP, 2007

Teste Média + desvio-padrdo da ASC
RIFI-IgM 33,79% + 24,65
SAM-IgM 138,83" + 27,24

Teste t pareado 10,08

Valor de P 0,0005

*Observacgao: o valor de SAM-IgM refere-se ao resultado da diferenga entre a SAM e a SAM-2ME
(SAM — SAM-2ME = SAM-IgM).

Estatistica: valores de média seguidos de letras diferentes indicam diferengas significativas entre os

testes, para cada dia avaliado, pelo teste t pareado, considerando a=0,05.
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Tabela 15 - Média + desvio-padrao dos titulos de anticorpos (log da reciproca da diluigao)
séricos antileptospiras sorovar Pomona de camundongos experimentalmente infectados.
Comparagao da reagado de imunofluorescéncia indireta para anticorpos IgG (RIFI-IgG) e da
soroaglutinacdo microscopica em soro tratado com 2-mercaptoetanol (SAM-2ME), segundo

o dia de colheita das amostras. Botucatu-SP, 2007

Dias ap6és inoculacéao RIFI-1IgG SAM-2ME
2 0,00% £ 0,00 0,00% £ 0,00
4 0,00% £ 0,00 0,00 £ 0,00
7 0,00% £ 0,00 0,00% £ 0,00
10 0,34+ 0,76 0,00% £ 0,00
14 0,00% £ 0,00 0,34%+ 0,76
21 1,08% £ 1,00 0,52% + 1,16
28 2,247 + 0,25 0,86° + 1,22
35 2,48%+ 0,45 2,487+ 0,40
42 1,84% + 1,11 0,98+ 1,35
49 2,12+ 0,16 0,98%+ 1,35
56 2,07+ 0,39 0,927 + 1,28
63 1,89+ 0,16 1,50% £ 1,38
70 1,66 + 0,96 0,98%+ 1,35
77 1,60% £ 0,92 2,42%+ 0,54
91 1,60% £ 0,92 0,98+ 1,45

105 1,54% £ 0,87 2,30+ 0,42
119 1,60% £ 0,92 1,72° £ 1,08
133 1,48% £ 0,84 0,58% + 1,30
147 1,142 £ 1,05 0,927 + 1,28
161 1,48% £ 0,84 1,04% £ 1,44
175 1,142 £ 1,05 0,86+ 1,18

Estatistica: valores de média seguidos de letras diferentes indicam diferengas significativas entre os

testes, para cada dia avaliado, pelo teste t pareado, considerando a=0,05.



RESULTADOS 70

’1 \V4

diluicéo)

7 ¥ 21 28 35 42 49 56 63 70 77 84 91 98 105 12 19 126 133 ¥U0 #U7 B4 61 B8 175

Titulo de anticorpos - Log (reciproca da

Dias ap0s infecc¢ao

—SAM-2ME —RIFIgG

Gréafico 8 - Comparagdao da cinética de anticorpos antileptospiras da reagdo de
imunofluorescéncia indireta para anticorpos 1gG (RIFI-IgG) e da soroaglutinagéo
microscopica em soro tratado com 2ME (SAM-2ME) em amostras de soro de camundongos
experimentalmente infectados com L. interrogans sorovar Pomona, segundo o dia de

colheita das amostras. Botucatu-SP, 2007

Tabela 16 - Média + desvio-padrdo da area sob curva (ASC) referente aos titulos de
anticorpos (log da reciproca da diluigdo) séricos antileptospiras sorovar Pomona de
camundongos experimentalmente infectados. Comparagao da reacao de imunofluorescéncia
indireta para anticorpos IgG (RIFI-IgG) e da soroaglutinagdo microscopica em soro tratado
com 2ME (SAM-2ME), segundo o dia de colheita das amostras. Botucatu-SP, 2007

Teste Média + desvio-padréo da ASC
RIFI-IgG 515,79% £ 23,72
SAM-2ME 407,52° + 117,41

Teste t 2,03

P 0,1119

Estatistica: valores de média seguidos de letras diferentes indicam diferengas significativas entre os

testes, para cada dia avaliado, pelo teste t pareado, considerando a=0,05.
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5.4.4 PCR (Pomona)

Todas as amostras de sangue total e tecidos dos camundongos
experimentalmente infectados com L. interrogans sorovar Pomona foram negativas
na PCR.
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6 Discussao

6.1 Animais de experimentacao

Os camundongos mostraram-se resistentes a manifestagdo clinica de
leptospirose, quando infectados pelas estirpes patogénicas de L. interrogans sorovar
Pomona e L. interrogans sorovar Canicola, concordando com a descricdo na
literatura, onde as diferentes espécies desses animais, bem como as de rato séo
consideradas resistentes e estdo entre os principais reservatérios da doenga (SEIJO
et al., 2002).

Em pesquisas experimentais de leptospirose, os camundongos mostraram
ser bons modelos biolégicos para estudo comportamental e acompanhamento da

cinética de anticorpos contra leptospirose (MARINHO et al., 2003).

6.2 Sensibilidade analitica da PCR

No presente estudo utilizou-se a técnica de PCR por ser um teste mais
sensivel e especifico para deteccdo de leptospiras em tecidos animais, quando
comparada ao cultivo (CHO et al., 1998; LEVETT, 2004) e, com alta especificidade e
sensibilidade igual ou maior se comparada a imunofluorescéncia direta e
hibridizacao de DNA (O’KEEFE, 2002).

Avaliando-se os dois protocolos de extragao e purificagcao testados observa-
se que a sensibilidade analitica de detec¢ao é maior quando utilizado o kit comercial,
GFX™ Genomic Blood DNA Purification Kit (GE Healthcare/Life Sciences®),
detectando até 200 leptospiras/mL da amostra de sangue total, figado, rim ou ovario.

Essa sensibilidade analitica € menor do que a encontrada por Mérien et al.
(1992) que cita a detecgdo de até 10 leptospiras/mL de amostra pesquisada.
Entretanto, salienta-se que o volume utilizado na extragcdo e purificacdo das
amostras neste experimento foi de apenas 100 ou 125puL, portanto, indicando que
para cada volume de amostra processada foi possivel detectar até 20 leptospiras na
PCR.

A baixa sensibilidade analitica do protocolo do fenol, cloroformio e
proteinase K pode ser explicada pela provavel interferéncia de componentes
celulares que impediriam a acdo, tanto da proteinase K na extragdo, quanto da

enzima polimerase na PCR. Como a purificacdo do DNA é realizada por precipitagao
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do DNA através de centrifugacao e adicao de sais, € possivel que a purificacéo, para
os materiais utilizados ndo seja a mais adequada, possibilitando o resquicio de

agentes inibidores.

6.3 Camundongos inoculados com L. interrogans sorovar Canicola

6.3.1 Provas sorolégicas

A estirpe patogénica de L. interrogans sorovar Canicola utilizada nesse
experimento, isolada de figado suino (FREITAS et al., 2004) demonstrou uma
antigenicidade elevada frente a uma resposta imunoldgica rapida e alta nos
camundongos, visto a rapidez que os anticorpos foram detectados, tanto na
soroaglutinagdo microscdpica, quanto na imunofluorescéncia indireta para anticorpos
IgM e pelo titulo médio maximo obtido, de 5760, ou titulo maximo individual, de
12800, em um animal no 21° dia pds inoculagdo. Este fato pode estar relacionado ao
tempo de manutengdo em laboratério, sendo uma estirpe recentemente isolada e,
portanto, com poucas passagens em meio de cultura. Por outro lado, essa resposta
poderia estar relacionada a uma caracteristica inerente ao modelo experimental
utilizado, ou seja, os camundongos podem possuir uma resposta imune mais
desenvolvida para o sorovar em questao, determinada geneticamente (BHARTI et
al., 2003).

Esta afirmacdo pode esclarecer o fato da nao ocorréncia de reacdes
cruzadas na soroaglutinagcdo microscoépica, indicando uma resposta imunoldgica
mais especifica dos animais contra o sorovar estudado (COLLARES-PEREIRA et al.,
2000). Além disso, as reacgbes cruzadas estdo, normalmente, relacionadas ao
estagio agudo da infecgao, provavelmente aos anticorpos da classe IgM, devido a
sua baixa especificidade antigénica e por apresentarem resposta a antigenos
género-especificos (FAIRBROTHER, 1985), que foram detectados em titulos baixos
e por um curto periodo de tempo nesta pesquisa.

Pela comparagao das provas sorologicas, a SAM-2ME permite indicar a
presenca de anticorpos sensiveis ao 2ME, provavelmente da classe IgM, fato que
pode ser observado quando a diferenca entre a SAM e SAM-2ME foi de dois ou mais
titulos na comparacgéo individual ou quando o valor da média da SAM-IgM & maior do
que o valor da média da SAM-2ME, nos dois casos indicando a predominancia dos

anticorpos sensiveis ao 2ME. A fase de predominancia dos anticorpos sensiveis ao
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2ME corresponde a mesma fase onde ha presencga de anticorpos IgM detectados
pela RIFI-IgM, sugerindo que os anticorpos sensiveis ao 2ME sao, provavelmente,
da classe IgM. Da mesma forma, a comparagao da cinética de anticorpos formada
pela RIFI-IgM e a SAM-IgM, quando analisados estatisticamente pelo valor da area
sob curva (ASC) néao revelou diferencga significativa, corroborando a hipétese de que
os anticorpos sensiveis ao 2ME sao da classe IgM.

Esse resultado pode ser utilizado para diferenciar a fase da infecgédo, ja que
os anticorpos da classe IgM estdo relacionados a fase inicial da infecgéo
(THIERMANN, 1980), também demonstrado nessa pesquisa, conforme ilustrado na
cinética de anticorpos formado pela RIFI-IgM.

Na literatura, a demonstracdo de infecgdo recente pelo tratamento da
amostras de soro de bovinos com 2ME e testados pela SAM é descrito por
Odontsetseg et al. (2005). Os autores observaram que apos o tratamento das
amostras de soros positivos para o sorovar Hardjo com 2ME, os titulos da SAM
diminuiram de quatro a 16 vezes quando comparados as mesmas amostras nao
tratadas, e por serem também negativas no teste de ELISA-IgG, sugerindo que se
tratavam de anticorpos da classe IgM.

A utilizacdo do 2ME foi util para demonstrar a possivel presenca de
anticorpos da classe IgM e dessa forma indicar a fase da infecgdo em camundongos.
Esta possibilidade também é relatada em outros animais, como cdes (THIERMANN,
1980) e bovinos (ODONTSETSEG et al., 2005), e tem permitido determinar o
provavel sorovar infectante sem a interferéncia das reacdes cruzadas em leitdes e
vacas (AWAD-MASALMEH & WILLINGER, 1983; FAIRBROTHER, 1985). No
presente trabalho nao foi possivel observar a utilidade do 2ME quanto a diminuicéo
de interferéncia de reagdes cruzadas por ndo ter ocorrido tais reacoes.

A diferenciacao da fase da infecgdo, no entanto, sé é possivel quando se
conhece a cinética de anticorpos do animal estudado, ja que em humanos, diferente
de outros animais, ha uma persisténcia de anticorpos antileptospiras por um longo
periodo de tempo, até mais de um ano (ROMERO et al., 1998). Nesse caso, a
deteccao de anticorpos IgM como forma de diferenciar a fase da infecgado deve ser
melhor estudada em humanos, pois ha estudos demonstrando a sua persisténcia
por até um ano (WINSLOW et al., 1997).

Quanto a RIFI, a prova apresentou a mesma sensibilidade na detecgéo

anticorpos em titulos baixos na fase inicial da infecgao, entretanto, em fase posterior
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e com titulos mais elevados houve uma diferenca significativa que pode estar
relacionado a presenca de outras classes de anticorpos detectados pela SAM,
enquanto que a RIFI-IgG é especifica para anticorpos da classe IgG. A exemplo,
pode-se citar a presenca de anticorpos IgA, de aparecimento tardio a IgM, na
infeccao leptospirica, j4 demonstrada em estudos em humanos (SILVA &
CAMARGO, 1992). Pode ainda estar relacionado a maior sensibilidade da SAM
diante da RIFI, sendo o ultimo, considerado um teste de moderada sensibilidade
(SAMBASIVA et al., 2003). A SAM também tem mostrado uma sensibilidade maior
quando comparada a outras técnicas especificas na detecgcdo de anticorpos da
classe IgG, como o ELISA (BERCOVICH et al., 1990).

6.3.2 Resultados falso-negativos na SAM para o sorovar Canicola

Resultados falso-negativos séo relatados na literatura na prova de
soroaglutinagdo microscopica em consequéncia da grande quantidade de anticorpos
presentes na amostra de soro que impediriam a aglutinagdo do antigeno. Esse efeito
também pode estar relacionado a interferéncia do sistema complemento, que
também, impediria a formagao de aglutinacéo. Este efeito € conhecido como “efeito
prozona” descrito em soro de animais por Knudtson & Fetters (1990).

Em relagdo ao sistema complemento, as amostras de soro podem ser
inativadas em banho-maria a 56°C ou adigdo de EDTA (MALKIN, 1984), e dessa
forma diminuir tal interferéncia. Quanto a quantidade de anticorpos, as amostras de
soro podem ser diluidas em propor¢gdes maiores, diminuindo a concentracdo de
anticorpos.

Na SAM, o titulo de corte frequentemente considerado significante é 100
(O’KEEFE, 2002), servindo como valor referéncia no teste de triagem da prova.
Levando-se em consideracédo a presenca de resultados falso-negativos nesse titulo
em varias amostras testadas durante a pesquisa e, considerando ainda que nao ha
uma concentragdo de antigenos padronizada na citada prova, ressalta-se a
importancia de se diminuir tais interferéncias nas amostras de soro antes de serem
testadas pela prova de SAM.

A inativacdo do soro (KNUDTSON & FETTERS, 1990), maior diluigdo das
amostras e/ou aumentar a concentragdo de antigenos na prova de triagem, pode

também, contribuir para minimizar essas interferéncias. Entretanto, os dois ultimos
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procedimentos devem ser melhor avaliados, pois influenciam diretamente os
resultados da SAM.

6.3.3 PCR

Os resultados da PCR demonstraram nao haver a multiplicacdo da estirpe
patogénica do sorovar Canicola nos tecidos dos animais analisados, sugerindo a
nao ocorréncia da fase de leptospiremia, e colonizagao renal e ovariana.

Embora, uma amostra de sangue, colhida no segundo dia pds inoculagao,
tenha sido positiva, € provavel, que sejam de leptospiras que de alguma forma
conseguiram atingir a corrente circulatéria, sem, entretanto, terem se multiplicado,
sendo rapidamente eliminadas pelo sistema imunolégico do hospedeiro, ja que, em
momentos posteriores, ndo houve mais a positividade na prova.

Esse fato pode sugerir que, embora, possa ocorrer a infecgdo, nem todos os
camundongos tornam-se portadores do sorovar Canicola, considerado nao adaptado
a esta espécie de animais, sugerindo que, talvez, ndo participem de forma
importante na epidemiologia desse sorovar, como portadores.

Por outro lado, os roedores sao considerados os principais reservatorios dos
sorovares Icterohaemorrhagiae e Copenhageni, isolados com maior frequéncia em
Rattus norvegicus (ratazana-de-esgoto) (MORALES et al., 1978) e Ballum , em Mus
musculus (camundongo doméstico) (COLLARES-PEREIRA et al., 2000; ROSSETTI
et al., 2004), mostrando que esses animais, quando infectados, tornam-se
portadores de sorovares considerados adaptados a essas espécies.

Pode-se comprovar tal consideragdo pela possibilidade de recuperagcao
desses agentes a partir de tecidos de animais experimentalmente infectados, como
demonstrado em pesquisa realizada em camundongos inoculados com o sorovar
Icterohaemorrhagiae (MARINHO et al., 2003).

6.4 Camundongos inoculados com L. interrogans sorovar Pomona

6.4.1 Provas soroldgicas
Diferente da resposta induzida pela estirpe patogénica do sorovar Canicola,
a estirpe do sorovar Pomona, inoculada na mesma concentragdo do agente anterior

produziu uma resposta irregular entre os modelos experimentais, induzindo uma
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resposta imunologica mais baixa e tardia. Essa variagdo pode ser explicada, talvez,
por uma diferente e menor antigenicidade da estirpe estudada.

As leptospiras mantidas em laboratoério, por diversas passagens em meio de
cultura parecem ter a sua capacidade patogénica modificada, provavelmente pela
alteracao nas proteinas de membrana (HAAKE et al., 1991), também responsaveis
pela indugao de resposta imunoldgica. As leptospiras podem regular a expressao de
proteinas de membrana em resposta ao estimulo ambiental, particularmente das
proteinas expressas, ja demonstradas “in-vitro” (BHARTI et al., 2003).

A estirpe patogénica em questao, embora mantida em passagens alternadas
em meio de cultura e modelos biolégicos (hamsters), afim de evitar a perda da
patogenicidade, tem sido mantida ha anos, e por isso pode ter alterado parte da
capacidade antigénica, pela alteracdo de proteinas expressas na membrana
externa, e até mesmo da patogenicidade para outras espécies de animais.

Quanto a avaliagdo das técnicas sorolégicas estudadas, houve uma
diferencga significativa entre a ASC formada pelo resultado da cinética de anticorpos
da RIFI-IgM e a SAM-IgM. Essa diferenga pode ser explicada pela diferenca de
sensibilidade verificada entre a SAM e a RIFI. A RIFI, nesse caso foi capaz de
detectar os anticorpos da classe IgM mais cedo que a SAM, portanto, formando uma
ASC diferente da SAM-IgM.

Técnicas especificas na detecgdo de anticorpos da classe IgM sao
consideradas mais sensiveis quando comparadas a SAM. Nesse sentido, o ensaio
imunoenzimatico (ELISA) tem sido amplamente utilizado, por ser capaz de
diagnosticar infecgbes recentes mais precocemente, quando comparada a SAM
(LEVETT, 2004), principalmente no diagndstico humano (RIBEIRO et al., 1995).

Por isso, embora a SAM detecte anticorpos de diferentes classes, ela nao é
tdo sensivel em detectar os anticorpos da classe IgM no inicio da infecgao,
sugerindo ainda, que essa sensibilidade depende da resposta imunoldgica induzida
por diferentes sorovares no hospedeiro.

Na SAM foi observada, na cinética de anticorpos, a presenca de dois picos
de titulos médios maximos que podem ser explicados pela presenca de outras
classes de anticorpos ou pela grande variagcdo de resposta ocorrida entre os
animais, embora sejam isogénicos. Entretanto, na comparagcéo dos resultados da
RIFI-IgG e SAM-2ME, nao foi observado diferenca significativa da ASC dos graficos

formados pelas duas cinéticas. A grande variagao da SAM, nao observada na RIFI,
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pode ser explicada pela subjetividade da prova e dificuldade de padronizagdo quanto
a quantidade de antigeno utilizado ou presenca de outros fatores de interferéncia,
tais como a contaminag¢ao no soro.

Ainda que tenha ocorrido diferenga significativa entre a ASC da RIFI-IgM e
SAM-IgM, foi observado que quando houve diferenga de dois ou mais titulos na
comparacgao individual entre a SAM e SAM-2ME ou a predominancia de anticorpos
sensiveis ao 2ME, pela comparac¢do do valor médio da SAM-IgM com a SAM-2ME,
notou-se que corresponde ao periodo onde foram detectados os anticorpos IgM pela
RIFI-IgM, sugerindo que os anticorpos sensiveis ao 2ME sao, provavelmente, da
classe IgM. Fato também observado na comparagao das provas soroldgicas nos

animais inoculados com o sorovar Canicola.

6.4.2 PCR

O resultado obtido pela PCR nas amostras dos camundongos inoculados
com o sorovar Pomona, demonstrou que ndo houve multiplicagdo do agente nos
modelos experimentais estudados, sugerindo que esses animais, talvez, nao
representem importancia epidemioldgica para este sorovar, como portadores.

Esta afirmacdo é sugerida para outra espécie de roedor, em trabalho
realizado por Morales et al. (1978), no qual os autores sugeriram que Rattus
norvegicus presentes numa granja suina com problemas ocasionados pelo sorovar
Pomona nao teriam importadncia na manutencao e transmissdo desse sorovar para
suinos.

Os sorovares considerados nao adaptados podem infectar os roedores
tornado-os portadores do agente. Porém, a importancia desse fato na epidemiologia
nao esta bem definida, podendo explicar porque em estudos epidemioldgicos néo ha
indicios consistentes da infecgdo por esses sorovares em camundongos e outros
roedores (SHARMA et al., 2003; BEVILACQUA et al., 2004).

Apesar das consideragbes sugeridas anteriormente, deve-se salientar que
conforme relatado na discussédo dos resultados das provas soroldgicas, o fato de
nao ter ocorrido a multiplicagdo e colonizacdo das leptospiras em tecidos pelo
sorovar Pomona pode ser devido a perda de patogenicidade da estirpe estudada
para outras espécies de animais, diferentemente do hamster, utilizado
freqUentemente para manutengdo do mesmo. A perda de patogenicidade pode estar

relacionada a diversas passagens em meio de cultura, mesmo que intercaladas com
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inoculacdo em modelos biologicos, entretanto, essa questdo deve ser melhor

estudada.

6.5 Avaliacdo daresposta sorologica entre as duas estirpes estudadas

A cinética de anticorpos produzidos pelos animais inoculados frente as duas
estirpes patogénicas, quando comparadas, mostraram que as respostas foram
diferentes quanto a precocidade e intensidade dos anticorpos detectados pelas
provas sorolégicas. Embora, o periodo de aparecimento dos anticorpos frente as
duas estirpes patogénicas tenham ocorrido entre proximo do 6° e o 12° dpi e os
titulos maximos da terceira e quarta semana pos infecgao, conforme descrito por
Bharadwaj (2004), pode-se observar que houve uma resposta homogénea, rapida e
intensa, induzida pelo sorovar Canicola, se comparada ao Pomona.

Além disso, os anticorpos da classe IgM, induzidos pelo sorovar Canicola
foram detectados no mesmo momento pelas duas provas soroldgicas, enquanto que
nos animais inoculados pelo Pomona foram mais tardiamente detectados pela SAM
quando comparada a RIFI.

A RIFI foi mais sensivel em detectar anticorpos da classe IgM e, embora,
tenha tido resultado oposto quanto aos anticorpos IgG, mostrou-se util para
diferenciar essas duas classes de anticorpos.

Os resultados indicam que a sensibilidade da SAM para deteccao de
anticorpos antileptospiras € dependente do sorovar envolvido na infecgao. Portanto,
o diagnéstico realizado pela citada prova deve considerar a diferenca de resposta
imunoldgica desenvolvida por diferentes sorovares nos hospedeiros.

A diferenga de resposta imunoldgica pode ser influenciada pelo sorovar
infectante (O'’KEEFE, 2002), bem como ser determinada geneticamente pelo
hospedeiro (BHARTI et al.,, 2003), fatores importantes a serem considerados na

interpretacéo dos resultados sorologicos e trabalhos epidemiolégicos.
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7 Conclusoes

v

Pelos resultados obtidos nesse trabalho pode-se concluir que:

A SAM detectou anticorpos da classe IgM e IgG, embora na fase inicial tenha

sido menos sensivel para anticorpos IgM;

A sensibilidade da SAM, para a detecgcdao da infeccdo na fase inicial,

dependeu da resposta imunoldgica induzida pelos diferentes sorovares;

O uso da SAM-2ME foi util para determinar a presenca de anticorpos
sensiveis ao 2ME, provavelmente da classe IgM e, dessa forma, diferenciar a

fase da infecgdo nos animais estudados;

Foram observados resultados falso-negativos na SAM, provavelmente pela

influéncia do efeito prozona;

A RIFI, utlizando antigeno homodlogo ao inoculado permitiu diferenciar

anticorpos da classe IgM e 1gG;

Nao foi detectado a presenca de DNA das estirpes patogénicas de Leptospira
interrogans sorovar Pomona e Canicola nos tecidos dos camundongos,
sugerindo que os mesmos, talvez, ndo participem de forma importante na
epidemiologia dos sorovares pesquisados, como portadores e

disseminadores.
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Anexo 1

Tabela 17 - Soroaglutinagdo microscopica em amostras de soro ndo tratadas (SAM) e tratadas com 2-mercaptoetanol (SAM-2ME),
de camundongos experimentalmente infectados com estirpe patogénica de L. interrogans sorovar Canicola, de acordo com a data

de colheita pos inoculagéo. Valores convertidos em log na base 10, apds acréscimo do valor um em cada titulo. Botucatu-SP, 2007

ANIMAL (RESULTADO SAM TiTULO) ANIMAL (RESULTADO SAM 2ME TiTULO)
DIA 1 2 3 4 5 MEDIA DIA 1 2 3 4 5 MEDIA
2 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0
4 2,004321 1,70757 1,70757 0 0 1,083892 4 0 0 0 0 0 0
7 2,603144 2,303196 2,903633 2,903633 2,903633 2,723448 7 0 0 0 0 1,70757 0,341514

14 2,603144 2,603144 3,204391 DESC  3,204391 2,903768 14 2,303196 2,603144 2,603144 DESC 2,903633 2,603279
21 3,204391 4,107244 3,204391 3,505286 3,505286 3,50532 21 3,204391 3,806248 3,204391 3,505286 3,505286 3,44512
28 NR 3,505286 3,505286 3,505286 NR 3,505286 28 NR 3,505286 3,204391 3,505286 NR 3,404988
35 3,806248 3,806248 3,806248 3,806248 3,505286 3,746055 35 3,505286 3,806248 3,505286 3,806248 3,204391 3,565492
42 3,806248 3,806248 DESC 3,505286 3,505286 3,655767 42 3,505286 3,806248 DESC 3,505286 3,204391 3,505303
49 3,806248 3,204391 3,204391 3,505286 3,505286 3,44512 49 3,505286 2,903633 3,204391 2,903633 3,204391 3,144267
56 3,204391 DESC 2,903633 2,903633 3,204391 3,054012 56 3,204391 DESC 2,603144 2,903633 2,903633 2,9037
63 2,603144 2,903633 3,806248 2,903633 3,505286 3,144389 63 2,303196 2,903633 3,505286 2,603144 3,204391 2,90393
70 DESC 2,903633 2,903633 3,204391 2,603144 2,9037 70 DESC 2,603144 2,903633 2,903633 2,303196 2,678401
77 2,603144 2,903633 2,903633 3,204391 3,806248 3,08421 77 2,303196 2,603144 2,903633 2,903633 3,505286 2,843778
91 3,204391 3,204391 2,903633 2,603144 2,603144 2,903741 91 2,903633 2,903633 2,303196 2,303196 2,303196 2,543371
105 2,903633 2,903633 2,903633 3,204391 DESC 2,978822 105 2,603144 2,603144 2,903633 3,204391 DESC 2,828578
119 2,603144 3,204391 2,903633 3,204391 DESC 2,97889 119 2,603144 2,903633 2,603144 2,903633 DESC 2,753388
133 2,603144 DESC 3,204391 3,204391 2,603144 2,903768 133 2,603144 DESC 2,903633 2,903633 2,603144 2,753388
147 2,603144 2,303196 2,903633 2,903633 2,603144 2,66335 147 2,603144 2,303196 2,903633 2,903633 2,603144 2,66335
161 2,303196 2,303196 2,903633 2,903633 2,903633 2,663458 161 2,303196 2,303196 2,903633 2,603144 2,903633 2,60336
175 2,903633 DESC 2,303196 2,303196 2,603144 2,528292 175 2,903633 DESC 2,303196 2,004321 2,303196 2,378587

DESC = desconsiderado

NR = nao realizado




Anexo 2
Tabela 18 - Reagao de imunofluorescéncia indireta para anticorpos IgM (RIFI-IgM) e IgG (RIFI-IgG) em amostras de soro de
camundongos experimentalmente infectados com estirpe patogénica de L. interrogans sorovar Canicola, de acordo com a data de

colheita. Valores convertidos em log na base 10, apds acréscimo do valor um em cada titulo. Botucatu-SP, 2007

ANIMAL (RESULTADO RIFI-IgM TITULO) ANIMAL (RESULTADO RIFI-IgG TiTULO)

DIA 1 2 3 4 5 MEDIA DIA 1 2 3 4 5 MEDIA
2 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0

4 2,004321 1,707570 2,004321 2,004321 1,707570 1,885621 4 0 0 0 0 0 0

7 2,603144 2,004321 2,603144 2,603144 2,603144 2,483380 7 0 0 0 0 1,707570 0,341514
14 2,603144 2,303196 2,603144 DESC 2,603144 2,528157 14 1,707570 0 1,707570 DESC 0 0,853785
21 0 0 0 0 0 0 21 2,603144 2,603144 2,303196 2,303196 2,603144 2,483165
28 NR 0 0 0 NR 0 28 NR  2,603144 2,603144 2,603144 NR 2,603144
35 0 0 0 0 0 0 35 2,903633 2,903633 2,603144 2,903633 2,903633 2,843535
42 0 0 DESC 0 0 0 42 2,903633 2,903633 DESC 2,603144 2,603144 2,753388
49 0 0 0 0 0 0 49 2,903633 2,303196 2,303196 2,603144 2,303196 2,483273
56 0 DESC 0 0 0 0 56 2,903633 DESC 2,303196 2,603144 2,303196 2,528292
63 0 0 0 0 0 0 63 2,303196 2,004321 2,903633 2,603144 2,603144 2,483488
70 DESC 0 0 0 0 0 70 DESC 2,303196 2,303196 2,603144 2,004321 2,303464
77 0 0 0 0 0 0 77 2,004321 2,004321 2,303196 2,303196 2,303196 2,183646
91 0 0 0 0 0 0 91 2,603144 2,004321 2,004321 2,004321 2,004321 2,124086
105 0 0 0 0 DESC 0 105  2,303196 2,004321 2,303196 2,303196 DESC 2,228477
119 0 0 0 0 DESC 0 119  2,303196 2,603144 2,004321 2,004321 DESC 2,228746
133 0 DESC 0 0 0 0 133  2,004321 DESC 2,603144 2,603144 2,004321 2,303733
147 0 0 0 0 0 0 147  2,303196 1,707570 2,303196 2,303196 2,004321 2,124296
161 0 0 0 0 0 0 161  2,004321 2,004321 2,303196 2,303196 2,303196 2,183646
175 0 DESC 0 0 0 0 175  2,303196 DESC 2,004321 1,707570 2,004321 2,004852

DESC = desconsiderado
NR = nao realizado



Anexo 3
Tabela 19 - Soroaglutinagdo microscopica em amostras de soro ndo tratadas (SAM) e tratadas com 2ME (SAM-2ME), de
camundongos experimentalmente infectados com estirpe patogénica de L. interrogans sorovar Pomona, de acordo com a data de

colheita. Valores convertidos em log na base 10, apds acréscimo do valor um em cada titulo. Botucatu-SP, 2007

ANIMAL (RESULTADO SAM TiTULO) ANIMAL (RESULTADO SAM-2ME TiTULO)

DIA 1 2 3 4 5 MEDIA DIA 1 2 3 4 5 MEDIA
2 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0

4 0 0 0 0 0 0 4 0 0 0 0 0 0

7 0 0 0 0 0 0 7 0 0 0 0 0 0

10 2,004321 1,707570 0 2,004321 0 1,143243 10 0 0 0 0 0 0

14 0 0 0 0 2,303196 0,460639 14 0 0 0 0 1,707570 0,341514
21 0 0 0 0 2,603144 0,520629 21 0 0 0 0 2,603144 0,520629
28 1,707570 0 2,603144 1,707570 0 1,203657 28 1,707570 0 2,603144 0 0 0,862143
35 2,903633 2,903633 2,303196 2,903633 2,303196 2,663458 35 2,303196 2,903633 2,004321 2,903633 2,303196 2,483596
42 2,603144 1,707570 2,903633 0 1,707570 1,784383 42 2,303196 0 2,603144 0 0 0,981268
49 2,004321 2,004321 0 2,603144 2603144 1,842986 49 0 0 0 2,603144 2,303196 0,981268
56 1,707570 2,303196 2,603144 2,004321 1,707570 2,065160 56 0 2,004321 2,603144 0 0 0,921493
63 0 2,004321 2,603144 2,903633 2,603144 2,022849 63 0 0 2,303196 2,603144 2,603144 1,501897
70 0 0 2,303196 2,303196 2,903633 1,502005 70 0 0 2,303196 0 2,603144 0,981268
77 2,903633 2,303196 3,204391 2,903633 2,004321 2,663835 77 2,603144 1,707570 2,903633 2,903633 2,004321 2,424460
91 0 0 0 3,204391 2,303196 1,101517 91 0 0 0 3,204391 1,707570 0,982392

1056 2,303196 2,303196 2,903633 2,603144 2,303196 2,483273 105  2,004321 2,004321 2,903633 2,603144 2,004321 2,303948
119 2,303196 2,303196 2,303196 2,903633 2,303196 2,423283 119 1,707570 2,303196 0 2,903633 1,707570 1,724394

133 2,004321 2,903633 2,004321 1,707570 0 1,723969 133 0 2,903633 0 0 0 0,580727
147 0 0 2,303196 0 2,603144 0,981268 147 0 0 2,004321 0 2,603144 0,921493
161 0 0 0 2,303196 2,903633 1,041366 161 0 0 0 2,303196 2,903633 1,041366

175  2,603144 0 0 2,303196 0 0,981268 175  2,303196 0 0 2,004321 0 0,861503




Anexo 4
Tabela 20 - Reagdo de imunofluorescéncia indireta para anticorpos IgM (RIFI-IgM) e IgG (RIFI-IgG) em amostras de soro de
camundongos experimentalmente infectados com estirpe patogénica de L. interrogans sorovar Pomona, de acordo com a data de

colheita. Valores convertidos em log na base 10, apds acréscimo do valor um em cada titulo. Botucatu - SP, 2007

ANIMAL (RESULTADO RIFI IgM TiTULO) ANIMAL (RESULTADO RIFI-IgG TiTULO)

DIA 1 2 3 4 5 MEDIA DIA 1 2 3 4 5 MEDIA
2 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0

4 0 0 0 0 0 0 4 0 0 0 0 0 0

7 1,707570 0 0 1,707570 1,707570 1,024542 7 0 0 0 0 0 0

10 2,303196 1,707570 1,707570 2,004321 2,303196 2,005171 10 0 0 0 0 1,707570 0,341514
14 2,303196 0 0 1,707570 0 0,802153 14 0 0 0 0 0 0

21 0 0 0 1,707570 0 0,341514 21 0 1,707570 1,707570 0 2,004321 1,083892
28 0 0 0 0 0 0 28 2,303196 2,004321 2,603144 2,004321 2,303196 2,243636
35 0 0 0 0 0 0 35 2,603144 2903633 2,004321 2,903633 2,004321 2,483810
42 0 0 0 0 0 0 42 2,303196 2,303196 2,903633 1,707570 0 1,843519
49 0 0 0 0 0 0 49 2,004321 2,303196 2,004321 2,303196 2,004321 2,123871
56 0 0 0 0 0 0 56 1,707570 2,303196 2,603144 1,707570 2,004321 2,065160
63 0 0 0 0 0 0 63 1,707570 2,004321 2,004321 1,707570 2,004321 1,885621
70 0 0 0 0 0 0 70 2,004321 0 2,303196 1,707570 2,303196 1,663657
77 0 0 0 0 0 0 77 2,004321 0 2,004321 1,707570 2,303196 1,603882
91 0 0 0 0 0 0 91 2,004321 1,707570 0 2,303196 2,004321 1,603882
105 0 0 0 0 0 0 105  1,707570 2,004321 2,004321 2,004321 0 1,544107
119 0 0 0 0 0 0 119  2,004321 2,303196 1,707570 2,004321 0 1,603882
133 0 0 0 0 0 0 133 0 2,004321 1,707570 1,707570 2,004321 1,484757
147 0 0 0 0 0 0 147  2,004321 0 1,707570 0 2,004321 1,143243
61 0 0 0 0 0 0 161  2,004321 1,707570 0 1,707570 2,004321 1,484757
175 0 0 0 0 0 0 175  2,004321 0 0 1,707570 2,004321 1,143243
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Anexo 5

Protocolo de extracdo e purificacdo pelo GFX™ Genomic Blood DNA
Purification Kit (GE Healthcare/Life Sciences® - método proporcional

(scalable), segundo manual do fabricante, com algumas modificacdes.

Adicionar 300uL de solugao RBC em um tubo de 1,5mL;
Adicionar 100pL de sangue total;

Homogeneizar por inverséo diversas vezes;

Incubar a temp. ambiente/5min.;

Centrifugar a 20.000 x g/5min.;

Descartar o sobrenadante, deixando aprox. 50uL;
Ressuspender em voértex;

Adicionar 500uL de SOLUCAO DE EXTRACAO;

9. Misturar em vortex;

© N O g bk~ WD =

10.Incubar a temp. ambiente/10min.;

11.Preparar tubos de 2mL com a coluna GFX e colocar agua ultrapura p/
aquecer a 70°C;

12. Transferir a mistura para a coluna GFX no tubo de 2mL;

13.Centrifugar a 5.000 x g/1min.;

14.Descartar o liquido e voltar a coluna para o tubo;

15. Adicionar 500uL de SOLUCAO DE EXTRACAO;

16. Centrifugar a 5.000 x g/1min.;

17.Descartar o liquido e voltar a coluna para o tubo;

18. Adicionar 500uL de SOLUCAO DE LAVAGEM;

19. Centrifugar a 20.000 x g/3min.;

20.Descartar o tubo de 2mL;

21.Transferir a coluna para um tubo de 1,5mL;

22.Adicionar 100uL de agua ultrapura aquecida a 70°C;

23.Incubar a temp. ambiente/1min.;

24, Centrifugar a 5.000 x g/1min;

25.Guardar o tubo em freezer -20°C.
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Anexo 6

Protocolo de extracéo e purificacdo de DNA total de amostras de tecido animal

(Protocolo do fenol, cloroformio e proteinase K).

Adaptado de SOARES, R. M. Emprego das reacdes de PCR e nested-PCR na
deteccdo de DNA de parvovirus suino. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia).

Instituto de Ciéncias Biomédicas. Universidade de Sao Paulo, 1998. 73p.

1. Preparar microtubos de 1,5mL para receber as amostras a serem extraidas,
adicionando-se 250ul de tampao de extragao (175uL de tampao Tris-NaCl-

EDTA — TNE + 25uL de proteinase K + 50uL de SDS);
2. Adicionar 250uL de amostra a ser estudada;
3. Homogeneizar em vortex por 30 segundos;

4. Incubar em banho-maria a 56°C por uma hora, homogeneizando-se por

inversdo dos tubos a cada 15 minutos;
5. Adicionar 500uL de fenol puro;
6. Homogeneizar em vortex por 30 segundos;
7. Centrifugar a 13.000 x g por trés minutos;

8. Preparar novos microtubos de 1,5mL com 150uL de fenol:cloroférmio:alcool
isoamilico (25:24:1);

9. Transferir 300uL da fase aquosa dos microtubos com amostra para os novos

microtubos;
10.Homogeneizar em vortex por 30 segundos;
11. Centrifugar a 13.000 x g por trés minutos;
12. Transferir 200uL da fase aquosa para novo microtubo de 1,5mL;
13.Adicionar 35uL de acetato de sodio 2M;

14. Adicionar 470uL de etanol absoluto gelado e incubar a —20°C ovemight, ou a

—80°C por uma hora;
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15. Centrifugar a 14.000 x g por 10 minutos;

16. Verter cuidadosamente o etanol, secando as bordas do tubo com um papel

absorvente;
17.Adicionar 470uL de etanol 70%;
18.Homogeneizar delicadamente, por inversdo dos tubos;
19. Centrifugar a 14.000 x g por 10 minutos;
20.Verter cuidadosamente o etanol;
21.Secar a temperatura ambiente ou em estufa a 37°C;
22.Ressuspender em 100uL de agua ultrapura;
23.Incubar em banho-maria a 56°C por 30 minutos;

24.Manter congelado a —20°C até o momento do uso.
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Apéndice 1
Parecer da comissdo de ética em experimentagdo animal — FMVZ/UNESP-
Botucatu-SP.
unesp o figmeeemeronprio A fmvz - unesp
Fatuiiane e Maditina Vatorinina o Zootecnia
Cangus de Botucati
ATESTADO

Atestamos para os devidos fins, que o Projeto de Pesquisa “Avaliagiio
sorolégica e microbiolégica de camundongas experimentalmente
infectadas com duas estirpes patogénicas de Leptospira spp” Protocolo
n® 64/2006-CEEA do(a) Pés-Graduando(a) Fabio Hiroto Shimabukuro,
nivel Doutorado desta Faculdade de Medicina Veterinaria ¢ Zootecnia, esta
de acordo com os Principios Eticos na Experimentagio Animal e foi
aprovado pela Cimara de Etica em Experimentagiio Animal.

Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, em 21 de setembro de
2006.

TR 2T

PROF® ASS. DR®. MICHIKO SAKATE."
Presidente do CEEA da FMVZ, UNESP, Campys

fer
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Apéndice 2

Certificado de Saude Animal dos camundongos adquiridos no CEMIB/UNICAMP-
Campinas-SP.

CEMIB/UNICAMP

@'h ICLAS MONITORING REFERENCE CENTER

—

'f.}' International Council for Laboratory Animal Science ““hg
UNICOAkAP

AD

Prof. Dr. Paulo Francisco Domingues

Foculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
Departamento de Higiene Veteninaria e Sadde Piblica
UNESP - Botucatu — S.P

CERTIFICADO DE SAUDE ANIMAL

Cenificamos que os camundongos isogenéticos da linhagem SWISS/Uni, origindrios da arca de Produglio SPF
{Bloco B1), apresentam-se isentos dos agentes patoglnicos pesquisados abaixo relacionados alé a data dos wltimos
testes do progrma de manitarizacio sanitiria, rotinciramente realizados pelo Laboratdrio de Controle de Quahdade
Animal-C.Q 5(*)

| - Ecto ¢ Endoparasitas — Myohia miscili, Myocoptes musculinus, Radfordia affinix, Peliplax sereata, Luaefups
echidinus, Psorergates simplex, Trichoecius romboutsi, Crnithonyssus bacotl, Syplacia obvelota, Aspiculiris
fetrupiery,  Cupilfaria  hepatica,  Hymeaolepis — nana,  Hymenolepls  dimdnata,  Cysticercus
fasciolaristSirabilocereus fasciolarisy, Tricharis muris, Spivomaclens muris, Glardie muris, Enrarocha muris,
Fritrichomonas mirls, Tritrichomonas diminuta, Hexamastix miris, Eimeria sp, Cryptosporidium parviem,
Cryprosporidium muris, Tocoplasma gondii

7 - Bacténas, Rickelsins ¢ funpos . Mycoplasme pulmanis, Mycoplasma archritidis, Mycoplasma nesrofiticurn,
Clostridivm pififorme ( Bocillus piliformis), Eperythrozoon coccoides, Haemohartomeflo muris, Safmonefia sp,
Shigelta sp. Citrobacter frenmifli 4280, Cirobacter rodentium, Sireptococcus preumoniae, Leptospira sp,
Streptococeus fMhemolitico grupe A, Streptobacillus moniliformis, Corpnebacterium kutscherd, Posteurella
pewmotrdpica, dermatafitos (Trickophyton sp, Epidermaphyton flocosum, Microsporum canls), Scupulariapis
brevicanlis, Histoplasms capsulatem, Candida tropicalis e Criptococous neaformuns

% - Wirus - virus da hepatite do camundaorigo ( MHY ), parvevines (virus minutoe do camundongo - MMV ¢ Mouse
parvovitus - MPY ), vinus da encefalomiclite de Theller (TMEV), poxvirus { vinus da Ectromelia ). virus Sendad,
virus da Conomeningite linfocitina { LOM ), Reovirus tipo 3. Adenovirus murino, Citomegalovirus muring
(MCMV), Rotavirus grupo A (Edim), virus da presmonia do camundongo (FYM), viros do Palyoma e K virus

Informamaos ainda que os mesmes se encontram livres de oulros agentes infecciosos capazes de causarem mscos &
safide lumana

R A A el ke

{*) data dos ﬂlpiim; testes de mgmitoriengio sanitiria realizados: Margo de 2006.

AT

D Delma Pezolo Alves

don Galioh
Dhretorn do Cemiby/Umicamm [hretona de & ontrole de Qualidade Amimal
Fooe  ( Oxx |9 ) 3T8R-TH38 Secio de Contole de Qualidade Sunitirin

Fax  { Oxx19) 3788-7T670 Fong © (D 19) R ATHR-R2T3
E-mml . delmajsicenib umeamp, br E-mail - rovilsonimunicamp. e
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