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Resumo:

Introducdo: A leptospirose € uma zoonose causada por espiroquetas do género
Leptospira e causa uma infecgao sistémica com manifestagdes graves, como a doenga de
Weil, e a sindrome de hemorragia pulmonar. Apds a penetracdo, a disseminacgdo rapida
do patdgeno nos tecidos do hospedeiro ¢ um fator essencial na patogénese da doenca. A
capacidade do hospedeiro em evitar essa disseminacao ¢ fundamental na prote¢ao contra
a doenca. As vacinas de bacterinas e de subunidades sdo capazes de induzir essa protegao,
porém ndo sabemos em que momento apds a infec¢do ocorre a eliminacdo do agente.
Novos métodos, como o Real Time PCR, ainda ndo foram aplicados nos estudos de
cinética de disseminacdo da leptospira € no papel das vacinas na imunoprote¢ao contra a
infecgdo sistémica.
Objetivo: Padronizar um ensaio de Real Time PCR (TagMan) para leptospirose, no
modelo animal de hamster, para uso em estudos de disseminagdo, tropismo e protecao
vacinal.

Material e Métodos: Utilizamos o método de Real Time PCR quantitativo para
determinar a carga do patdgeno em tecidos, baseado na detec¢ao do gene LipL.32. A curva
padrdo e o limite minimo de detec¢do do teste foram determinados utilizando dilui¢des
seriadas de DNA da cepa L1 130. Diferentes concentragdes de leptospiras foram
adicionadas a 25mg de tecido renal e o DNA extraido foi analisado para determinar o
limite de detec¢do em tecidos. Nos estudos de infeccdo, grupos de 03 animais foram
desafiados com 108 leptospiras e necropsiados em diferentes momentos apos a infecgao.
Os tecidos foram coletados apds perfusdo e congelados para extragcdo de DNA e andlise
quantitativa.

Resultados: A curva padrao com DNA gendmico apresentou um limite de deteccao entre
1-10 leptospiras por reagdo. Porém, o limite de deteccdo em tecidos infectados
experimentalmente foi de 104 leptospiras/g de tecido. Os experimentos com animais
desafiados com 108 leptospiras mostraram que, 24h apo6s a infeccdo, foi possivel detectar
quantidades entre 102-103 leptospiras/g de tecido, sendo baco e rim os tecidos mais
infectados. No quarto dia apds a infec¢do, quando a letalidade ¢ 100%, os numeros
detectados chegaram a 105 leptospiras/g em todos os tecidos, com exce¢do de cérebro e
coracdo que ndo passaram de 103 leptospiras/g. Esses nimeros foram calculados com
base na curva padrao com DNA, existindo portanto uma subestimagao da quantidade de
acordo com 0 limite de detecgao em tecidos.
Concluséao: Os estudos com o ensaio de Real Time PCR mostraram ser possivel detectar
diferengas de infeccdo nos tecidos analisados. Determinamos que as leptospiras
disseminam rapidamente para todos os tecidos apos o desafio experimental em hamster e
atingem uma carga de até 105 leptospiras/g de tecido antes do 6bito. O uso desta técnica
permitira uma melhor compreensao dos mecanismos de imunidade, infec¢do e papel da
patogénese da leptospirose.



