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Resumo

A leptospirose é uma doenca zoonotica causada por bactérias (espiroquetas) do
género Leptospira, que pode infetar os humanos e outros mamiferos. Os roedores s&o 0s
reservatorios mais comuns das leptospiras. Estas sdo transmitidas aos humanos pelo
contacto direto com a urina, sangue, e outros tecidos infetados dos reservatérios
colonizados ou animais infetados, ou indiretamente por agua ou solo contaminados com
estas bactérias. Assim, a leptospirose tem uma relagdo direta com condigdes precérias
de saneamento e elevada infestacdo de roedores.

Este estudo teve como objetivo otimizar um protocolo de PCR em tempo real
(QPCR), usando primers “LipL32” para detegdo de DNA de Leptospira spp em
amostras bioldgicas e ambientais. Para tal, foram selecionados quatro serovares
representantes de duas espécies: L. interrogans (serovares Icterohaemorrhagiae e
Copenhageni) e L. borgpetersenii (serovares Ballum e Hardjo) para a extracdo de DNA
gendémico. Os serovares foram mantidos em meio de cultura seletivo EMJH
(Ellinghaussen-McCullough-Johnson-Harris) a 29°C e sob agitacdo permanente. As
amostras bioldgicas a estudar foram as seguintes: i) amostras de soro (n=7) e urina
(n=5) humanas; ii) sangue (n=3) e baco de roedores (n=3); e iii) amostras ambientais
[solos (n=9) e &guas (n=17]. Os primers usados tiveram como alvo o gene lipL32, que
codifica a lipoproteina da membrana externa com o mesmo nome (LipL32), que é
responsavel pela patogenicidade destas bactérias.

Inicialmente, o DNA gendmico foi extraido das culturas puras (serovares) e das
amostras bioldgicas. Foram realizadas diluicdes sucessivas de base 10 para a
determinacdo do Lower Limit of Detection (LLOD). Este procedimento foi executado
em triplicado de forma a aferir-se a reprodutibilidade do método. Foram usadas as
culturas puras dos referidos serovares com dilui¢des sucessivas de base 10 e amostras ja
testadas em estudos anteriores, e cujo resultado havia sido negativo. No teste de
especificidade foi incluido um serovar saprofito (Patoc) da espécie L. biflexa e outras
espécies de espiroquetas (Borrelia burgdorferi e Treponema pallidum), e um
protozoario do género Leishmania. O LLOD de DNA de Leptospira spp dos serovares
foi determinado em 10° GE/ul. Este DNA foi misturado com as diferentes amostras para
determinar a sensibilidade do teste.

No teste de especificidade ndo foi obtida amplificagdo de DNA leptospirico. Em
relagdo aos resultados obtidos na nested-PCR e na qPCR com o protocolo “LipL32”, foi
observada amplificacdo de DNA em (10%/44; 22,7%) e (19*/44; 43,2%), respetivamente.
Por outro lado, nas amostras (n=34; 77,3%) previamente estudadas pela nested-PCR
sem amplificacdo de DNA de Leptospira spp, quando avaliadas pela qPCR (13%/34;
41,2%) mostraram amplificacdo de DNA leptospirico.

Estes resultados demonstraram que o protocolo de qPCR “LipL32” podera ser
atil na detecdo de DNA leptospirico mesmo em baixas concentracfes. Assim, a presente
abordagem pode melhorar significativamente o diagnéstico laboratorial da leptospirose,
principalmente na fase inicial da doenga.

Palavras-chave: Leptospira spp, gPCR, lipL32, PMA.

Vi



Abstract

Leptospirosis is a zoonotic disease caused by bacteria (spirochetes) of the genus
Leptospira, infecting humans and other mammals. Rodents are the most common
reservoirs for leptospires. These bacteria are transmitted to humans through direct
contact with urine, blood, and other tissues of colonized or infected animals, or
indirectly by soils and freshwaters contaminated with these bacteria. Thus, leptospirosis
has a direct relationship with precarious sanitation conditions and high rodent
infestation.

This study aimed to optimize a Real-Time PCR (gPCR) protocol, using
"LipL32" primers for DNA detection of pathogenic Leptospira species in biological and
environmental samples. For this, we selected four serovars representing two species: L.
interrogans (serovars Icterohaemorrhagiae and Copenhageni) and L.
borgpetersenii (serovars Ballum and Hardjo) for genomic DNA extraction. The serovars
were maintained in selective culture medium EMJH (Ellinghaussen-McCullough-
Johnson-Harris) at 29°C and under permanent agitation. The biological samples to study
were the following: i) human serum (n=7) and urine (n=5); ii) rodent tissues (n=3) and
urine (n=3), and iii) environmental samples [soil (n=9) and freshwater (n=17)]. The
primers targeted lipL32 gene, encoding the outer membrane lipoprotein with the same
name (LipL32), responsible for Leptospira virulence were used.

Firstly, genomic DNA was extracted from pure cultures (serovars) and biological
samples. Serial ten-fold dilutions were performed to determine the Lower Limit of
Detection (LLOD). This proceeding was executed in triplicate to get the reproducibility
of the method. Serovars with serial ten-fold dilutions and samples tested in a previous
study, whose result had been negative, were used. The specificity test included a
saprophytic serovar (Patoc) of L. biflexa and other spirochetes species (Borrelia
burgdorferi and Treponema pallidum) and one protozoan of the genus Leishmania. The
LLOD of Leptospira DNA from serovars was determined at 10° GE/ul. DNA was
mixed with the different samples to determine the sensitivity of the test. Specificity test
showed no leptospiral DNA amplification. Regarding the results of nested PCR and
gPCR with the "LipL32" protocol, we observed DNA amplification (107/44; 22,7%)
and (19%/44; 43,2%), respectively. On the other hand, samples (n=34; 77,3%)
previously studied by nested PCR without amplifying Leptospira DNA when evaluated
by qPCR (13+/34; 41,2%) showed leptospiral amplification DNA.

These results showed that the "LipL32" gPCR protocol could be useful to detect
leptospiral DNA even at low concentrations. Thus, this approach can significantly
improve the laboratory diagnosis of leptospirosis, particularly in the early phase of the
disease.

Keywords: Leptospira spp; gPCR; lipL32; PMA
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I. Introducao

1. Principais caracteristicas do Agente Etioldgico

A leptospirose é causada por bactérias (espiroquetas)* do género Leptospira (do
grego “leptos” (fino) e do latim “spira” (enrolado) (Figura 1), que pertencem a Ordem
Spirochaetales e a Familia Leptospiraceael® 3 121, As espiroquetas tém cerca de 0,1 a 0,2
pum de didmetro e 6 a 20 um de comprimento. S&o bactérias gram negativas,
obrigatoriamente aerdbias e crescem in vitro em meio de cultura ricos em éacidos gordos
de cadeia longa (ex. Ellinghausen-McCullough-Jonhson-Harris) e a uma temperatura
6tima entre 28° e 30°C [t 4 5 121 Apresentam uma morfologia espiralada e extremidades
com forma em gancho I 2, o que Ihes confere uma forma semelhante a um ponto de
interrogacgdo, sendo apenas visiveis em microscopia de fundo escuro, devido as suas
diminutas dimensdes [4l. Sdo bactérias moéveis, com trés movimentos diferentes: rotacéo,
progressivo e movimento circular. Atualmente, as leptospiras com base na classificagéo
genética (molecular) dividem-se em trés grandes grupos de espécies: patogénicas (10)
intermédias (6) e saprofitas (7)*71 em contraponto, ainda subsiste a classificagdo mais
antiga, classica designada por (fenotipica) que é baseada nas caracteristicas antigénicas,
dividindo o género Leptospira em duas espécies, uma patogenica L. interrogans com

mais de 250 serovares conhecidos, e uma saproéfita L. biflexa com cerca de 60 serovares.

Figura 1. Imagem de Leptospira em microscopia eletronica (Fonte: Levett, 2001)



2. Reservatorios

Os reservatorios mais importantes para a transmissdo de leptospiras sdo 0s
roedores (ratos, ratazanas e outros). De facto, os roedores vivem em permanente
homeostasia com as referidas bactérias que véo eliminando no ambiente, através da
urina, durante toda a sua vida. Acresce a esta particularidade o facto de estarem
presentes quer em zonas urbanas quer rurais e, por vezes, muito proximos das
populacdes residentes nos referidos espacos [7- 181, o que as expde ao risco de contacto
com estes agentes patogénicos. As leptospiras patogénicas vivem sobretudo na regido
proximal dos tubulos renais dos roedores (reservatérios), no entanto, outros 6rgdos

podem servir de fonte de infecéo [ 4 5 16],

Os ratos “abrigam” assim, as leptospiras nos rins [, sendo uma fonte de infecéo
para 0s humanos e outros mamiferos (cées, bovinos, equinos, entre outros). A excre¢do
desta bactéria pode ser intermitente ou continua, durante varios meses ou anos, as

leptospiras ndo sobrevivem na urina acida, mas permanecem viaveis na urina alcalina [*
2,16, 18]

Os roedores excretam as bactérias, através da urina, para o ambiente [1¢1, onde
conseguem sobreviver por um periodo de tempo que depende de varios fatores: da
espécie (e até do serovar) e caracteristicas do local (por exemplo: solo humido e &guas

paradas e/ou correntes, além do valor de pH, que deve ser o mais neutro possivel) 671,

A infecdo por Leptospira acontece, maioritariamente, em paises tropicais e em
desenvolvimento, e tem vindo a aumentar devido aos desastres naturais e a condigdes
climéticas, existentes nestes locais, que levam a uma maior exposicdo humana a
potenciais fatores predisponentes a transmissdo de agentes causais de doencas [® 7. Os
surtos de leptospirose ocorrem, essencialmente, durante periodos de chuva, inundagdes

sazonais ou ap6s eventos climaticos extremos (61,

3. Ambiente

Como referido anteriormente, as leptospiras sdo capazes de sobreviver durante
um periodo de tempo no ambiente, pode ser desde horas a varios meses, porem nao séo
capazes de se multiplicar no solo e na dgua. Sdo varios os fatores que contribuem para o

tempo de sobrevivéncia das bactérias no ambiente, como o pH (que variando entre 7,2 a



8,0 as leptospiras sdo viaveis durante meses), conteldo organico, textura, salinidade,
humidade do solo, temperatura (que quando baixas a sobrevivéncia das mesmas é mais
prolongada) e a presenca de outros microrganismos [> 3%, Pensa-se que a expressio
diferencial das varias proteinas, presentes na membrana externa, pode estar envolvida

na adaptac&o, das referidas bactérias, ao ambiente como um organismo livre 6],

A leptospirose é uma doenca sazonal, sendo no verdo e no outono que se regista
uma maior incidéncia de infecdo com clima temperado, em paises com clima tropical a
elevada incidéncia ocorre no periodo das chuvas que causa a mobilizacao e dispersao de
leptospiras, e levando a contaminacéo de solos e aguas circundantes [3 51,

Posto isto, 0 ambiente ndo é um reservatdrio do ponto de vista epidemioldgico,
mas um portador temporario da bactéria, que ajuda na sua disseminacdo e serve de
ponte entre o reservatorio e o hospedeiro 3%, E importante que realizar mais estudos
sobre a capacidade de sobrevivéncia no ambiente (solo e agua) nas varias estirpes, de

modo a melhorar o controlo e prevencédo da infecdo no homem [0,

S&o poucos os estudos feitos a cerca da presenca de leptospiras no solo, porém,
nos estudos feitos até hoje relatam a presenca de pequenas concentracdes de leptospiras
em solos 1. S&o estas pequenas concentragdes, no ambiente, que tornam possivel que os
humanos possam ser infetados de forma indireta, como é o caso dos veterinarios, dos
mineiros, dos pescadores, praticantes de desportos aquaticos e dos agricultores, sendo

assim a leptospirose designada como uma doenca ocupacional [ 401,

= 7

E importante referir, que na Escocia, em Glasgow, foi relatado um surto de
infecdo de leptospirose em trabalhadores de saneamento (17%), que teve como
consequéncia o reconhecimento de uma atividade de risco e posteriormente & criagdo de
programas de controlo de roedores e ao uso de equipamentos de protecdo, tendo como
resultado a reducdo de casos de infecdo. Outra causa que foi considerada como a
diminuicdo da doenca, foi a presenca de detergentes nas aguas residuais, levando a

diminuicéo da sobrevivéncia das leptospiras nos esgotos [,

4. Patogénese
A leptospirose é uma doenca zoondtica e ocupacional 21, de grande importancia
a nivel global, apesar de ser negligenciada muitas vezes. Esta doenga afeta mais de um



milhdo de pessoas por ano [1-2:3.51. E um problema de satide publica, especialmente em
paises tropicais e subtropicais com alta pluviosidade e paises em desenvolvimento com

défice condicdes de saneamento basico 11,

Os humanos s&o hospedeiros acidentais que, quando entram em contacto com
urina, gua ou solo contaminados pelas referidas bactérias, podem infetar-se e contrair
leptospirose. As bactérias penetram através da pele e das mucosas entrando, desta
forma, para o organismo do hospedeiro. A leptospirose €, assim, uma doenca de grande
importancia a nivel global, apesar de, muitas vezes ser subdiagnosticada e, por
consequéncia, também subnotificada [*' 3 5. Uma vez no organismo do hospedeiro, as
bactérias alcancam a corrente sanguinea e de forma disseminar-se pelos varios érgaos,

como os pulmdes, figado, rins e cérebro [+ 29.30],

Os sintomas da leptospirose sdo idénticos aos da dengue, malaria, gripe,
sindrome hemorragica pulmonar e outras doencas que partilham a seguinte
sintomatologia: febre, cefaleias e mialgias, calafrios, entre outros sintomas [ 6 8 11. 271 A
leptospirose na gravidez pode ter consequéncias como: a infegéo intra-uterina e a morte
fetal (11,

Na leptospirose podem identificar-se duas fases: fase septicémica aguda (trés a
sete dias), em que os sintomas sdo pouco precisos, porque confundiveis com outros
associados a diversas doencas. Nesta fase, as leptospiras podem ser detetadas na
corrente sanguinea, e depois 0 seu nimero comeca a diminuir passando para a segunda
fase, em que as bactérias sdo eliminadas da corrente sanguinea devido ao aumento dos
anticorpos IgM. Assim, devido ao papel dos anticorpos, tem inicio a excrecdo das
leptospiras a partir dos tubulos renais, levando a eliminacdo de leptospiras pela urina, o
que ocorre, geralmente, a partir da segunda semana, apos a infecdo. Mas esta excrecao
pode prolongar-se por quatro a seis semanas, no entanto, nalguns casos, existem relatos

da sua excregédo durante varios meses [24 25 48],

4.1. Sindrome de Weil

A sindrome de Weil foi descrita pela primeira vez por um médico alemédo Adolf
Weil (Figura 2), na década de 80, é também conhecida por leptospirose ictérica, e é a
forma mais grave da leptospirose. Esta é caracterizada sobretudo pela presenca de

ictericia, que também pode ser desenvolvida por outras patologias relacionadas com o



figado, como as varias formas de hepatite. No entanto, também faz parte da
sintomatologia a insuficiéncia renal e/ou hepatica, hemorragias, conjuntivite, erupcdes
cutaneas, comprometimento pulmonar, bem como a sintomatologia referida
anteriormente. A taxa de mortalidade ronda entre os 5% e 0s 15%, sendo a insuficiéncia

renal, insuficiéncia cardiopulmonar e a hemorragia generalizada as causas de morte [* >
28, 29, 31]

Figura 2. Adolf Weil, pioneiro no conhecimento da leptospirose.
(Fonte: https://lwww.wikiwand.com/en/Adolf_Weil_(physician))

5. Diagnéstico Laboratorial

Dado que a leptospirose apresenta uma sintomatologia semelhante a outras
patologias, como o dengue ¢, torna-se importante a realizacéo de exames laboratoriais
para o diagndstico diferencial 1. O diagndstico precoce é indispensavel para se
proceder ao inicio do tratamento adequado [® 15 271, Existem varios métodos diretos e

indiretos para proceder ao diagnostico de leptospirose.



5.1 Métodos Indiretos
5.1.1. Teste de aglutinagdo microscopica (TAM)

O diagnostico da leptospirose €, geralmente, realizado por meio de serologia
através do teste de aglutinacdo microscépica (TAM) que, ainda hoje, é considerado o
gold standard pela Organizacdo Mundial de Salde (OMS)* 12 16, 24, 271 permite a
detecdo de anticorpos especificos contra 0s serovares/estirpes patogénicas de
Leptospira, geralmente detetaveis, nas amostras clinicas [soro ou liquido
cefalorraquidiano (LCR)] uma semana apds os primeiros sintomas. Apds a primeira
semana de infecdo os anticorpos do tipo M (IgM) podem ser detetados, atingindo o pico
maximo na terceira ou quarta semana, altura em que estdo presentes sobretudo os
anticorpos do tipo G (IgG), os quais permanecem detetaveis por um longo periodo de
tempo [4 10.12.25.29] Este é um teste com boa especificidade e sensibilidade, no entanto,
ndo é um teste que permite a identificacdo da espécie [, mas é, no entanto, a Unica que

permite conhecer o serogrupo da estirpe infetante.

O TAM requer uma equipa treinada para manter uma bateria de culturas vivas
(serovares), exigindo todas as medidas de biosseguranca por parte do laboratorio, de
modo a ndo constituir risco de infecdo quer para o laboratério quer para os técnicos
também a leitura e interpretacdo dos resultados é algo subjetiva, exigindo muita
experiéncia por parte dos técnicos, a par da pericia na utilizacdo da microscopia de

campo escuro 271,
5.1.2. ELISA

A técnica ELISA (do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) é um ensaio
imunoenzimatico, que permite a detecdo de anticorpos especificos nas amostras clinicas
[20] em que ndo é necessario que as bactérias (leptospiras) estejam vivas 3. Os
anticorpos especificos (IgM e 1gG) podem ser detetados entre sete a 10 dias ap6s o
inicio dos sintomas, é um teste relativamente rapido (duas a quatro horas), em que ndo é
necessario possuir experiéncia no diagndstico de leptospirose para a realizacdo do

referido teste [22. 241,



A detecdo de IgM e IgG d& uma informacéo sobre o estadio da doenca, sendo
que a detecdo de IgM, na primeira semana, indica que a infecdo € recente, e a detecdo de

IgG indica que a infecéo € tardia 23 241,

A detecdo de anticorpos IgM é utilizado em varios laboratorios, sendo que este
teste tem elevada sensibilidade nos primeiros dias da doenca [?], em termos de detecdo
de anticorpos. E, no entanto, um teste pouco especifico [, mas com maior sensibilidade
qgue o0 TAM. Assim, por ter uma sensibilidade reduzida, ndo é o mais recomendado para
o diagndstico definitivo de leptospirose, necessitando de um teste confirmatorio, o TAM
[1.22] Por outro lado, é uma técnica Gtil para a triagem e teste de rastreio (screening) em
regibes com laboratérios mais limitados, e que ndo tém possibilidade de realizar outras

técnicas de diagnostico mais diferenciadas (241,
5.2. Métodos Diretos

5.2.1. Exame microscopico em campo escuro

Esta técnica permite a visualizacdo das leptospiras, no sangue ou na urina, com
recurso a um microscopio em campo escuro. Apesar de ser possivel a visualizacdo das
referidas bactérias, esta técnica ndo é recomendada devido aos resultados falsos
positivos e falsos negativos a que pode dar origem . E uma técnica com baixa
sensibilidade e especificidade, pois € necessario que as bactérias se encontrem intactas e
viaveis, e em nimero elevado, para a sua correta visualizacdo [28]. E também uma

abordagem que exige muita experiéncia por parte do observador.

5.2.2. Cultura e Isolamento

A realizacdo de diagnostico com recurso a cultura, requer meios de cultura
especificos e varias semanas de incubagdo, sendo que este tempo difere de acordo com
o serovar de Leptospira, e a quantidade de bactérias existentes na amostra [2°]. Este é um
teste com baixa sensibilidade e resultados demorados, uma vez que o crescimento das
leptospiras € lento e fastidioso [ 4 12, As amostras de sangue e LCR podem ser usadas
para cultura em meio seletivo nos primeiros sete a 10 dias da doenga, e no caso de

amostras de urina podem ser usadas na segunda e terceira semana da doenca [* 51,

O meio de cultura comumente usado é o EMJH, cujo nome teve origem em

quatro investigadores que o sintetizaram e lhe deram o nome Ellinghausen-



McCullough-Jonhson-Harris. Para o isolamento, € usada a apresentacdo de EMJH
semiss6lido. E um meio seletivo, com pH neutro (entre 6,8 a 7,4). O crescimento das
leptospiras in vitro ocorre em incubadora orbital, com uma temperatura entre os 28°C e
30°C e sob constante agitacdo > 21, podendo o tempo de incubacéo variar de 10 a 14
dias, até semanas ou meses até se conseguir obter isolamento bacteriano. Nos meios
semissdlidos, quando o crescimento atinge a densidade méxima, observa-se uma zona
com uma turvacdo caracteristica, situada abaixo da superficie do meio designado por
anel de Dinger. A adicdo de antibioticos ao meio de cultura, usado para o isolamento de
leptospiras, € importante para que haja inibicdo do crescimento de microrganismos

contaminantes [1. 5 121,

Anel de Dinger

Figura 3. Anel de Dinger (Fotografia cedida pela colega Mércia Sousa, e adaptada.)
Este método de diagnostico pode ser também usado para a vigilancia ativa da
presenca de leptospiras no ambiente, em caso de desastres naturais como inundages, ou

simplesmente como controlo epidemioldgico em diferentes periodos do ano 17,

5.2.3. Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR)

A reacdo da polimerase em cadeia (PCR, do inglés Polymerase Chain Reaction)
é um método direto e in vitro que tem como objetivo a amplificacdo de pequenas
quantidades de fragmentos de acidos nucleicos. Este método tem sido utilizado para a
identificacdo de véarios agentes etioldgicos, como Treponema pallidum e Borrelia
burgdorferi, através da amplificacdo de acido desoxirribonucleico (ADN, ou DNA do

inglés Desoxyribonucleic Acid) dos respetivos agentes etiologicos, e assim, obter-se o



diagnoéstico de doencas infeciosas, como € o caso da sifilis e borreliose de Lymel*3 15.9.
%] A PCR tem sensibilidade e especificidade elevadas e, no que respeita a leptospirose
é um teste mais rapido do que os métodos anteriormente referidos, sendo possivel o
diagnostico precoce da infecdo por Leptospira spp, permitindo assim comecar 0
tratamento mais rapidamente [13 14, 15 19, 25, 26] por outro lado, é um teste bastante

dispendioso, dado que necessita de equipamentos e reagentes especificos [28l,

Para que se possa realizar a amplificacdo dos acidos nucleicos é necessario
proceder inicialmente a sua extracéo e purificacdo, nas amostras 26321, No caso de casos
suspeitos de leptospirose pode, por vezes, acontecer que ndo ocorra amplificacdo do
DNA leptospirico, devido a fatores inibitérios presentes nas amostras clinicas, que
impedem o processo de amplificacdo, como a presenca de ureia, creatinina, derivados
de hemoglobina e quantidades muito reduzidas de DNA de Leptospira. Também pode
acontecer que a PCR dé falsos-positivos devido a contaminacgdo da area de trabalho e/ou
dos materiais e equipamentos utilizados no processamento da reagdo [2°1, Por outro lado,
resultados positivos na PCR, cujas amostras foram negativas na cultura, indicam a
presenca de DNA de Leptospira obtido, no entanto, de leptospiras ndo vidveis na
mesma 14 151 por outras palavras, para haver crescimento de leptospiras no meio de
cultura, é necessario que as mesmas sejam viaveis e o indculo seja suficientemente
robusto. Outro motivo que leva a que o método anteriormente referido
(cultura/isolamento), possa ter resultados negativos, e na PCR os resultados sejam
positivos, € a toma de antibi6ticos antes da colheita da amostra destinada a realizacao do

teste ‘gold standard’ que confirma o diagnéstico de leptospirose 19,

Com a PCR é possivel diferenciar as leptospiras saprofitas das leptospiras
patogénicas, consoante os primers utilizados e também pode ser usado em doentes que
ja tenham iniciado antibioterapia, fornecendo deste modo um resultado positivo, quando

nos outros métodos de diagndstico foi obtido um resultado negativo [,

6. Aplicacdo da PCR na detecdo de DNA leptospirico
A PCR foi desenvolvida nos anos 80, por Kary Mullis, e trouxe varios beneficios
e desenvolvimentos cientificos, como o sequenciamento e a expressao dos genes, para o

estudo da genética molecular e o diagndstico rapido de varias patologias 1261,



A amplificacdo do DNA baseia-se na replicacdo semiconservativa, na qual as
cadeias de DNA servem de modelo para a sintese de uma nova cadeia. Para tal é
necessario utilizar uma mix (mistura), que torna possivel a amplificagdo do DNA varias
vezes, obtendo-se uma amplificacdo exponencial da amostra inicial com a utilizagédo de
um termociclador. A Master Mix € composta por 4&gua, buffer (tamp&o),
desoxrribonucleodtideos (ou desorribonucleotidos) fosfatados (ANTP’s), primers foward
e reverse, e Taq (Thermus aquaticus) Polimerase. O buffer garante a estabilidade do pH
durante a reacdo, os ANTP’s sdo nucleotideos do DNA formados por uma base azotada,
um acucar e trés grupos de fosfatos e a Taq Polimerase permite a replicacdo do DNA e é
resistente ao calor, os primers sdo pequenas sequéncias (oligonucledtidos)

complementares a regido de DNA que se pretende amplificar [26:32],

No termociclador a reacdo de PCR ¢é dividida em trés fases: fase da
desnaturacdo, fase de hibridacdo e fase de alongamento, nas vérias fases ocorrem
variacdes nas temperaturas, que tornam possivel a reacdo quimica desejada. Na fase de
desnaturacdo pretende-se que ocorra a separacao das cadeias de DNA, quebrando as
ligacdes de hidrogénio; para este efeito a temperatura deve ser de 95°C, na fase de
hibridacdo cujo objetivo é a ligagdo entre os primers complementares e as cadeias
simples de DNA obtidas na fase anterior, sendo necessario a diminuicdo da temperatura,
entre 40°C a 70°C, porque guanto mais alta a temperatura, mais seletiva e especifica sera
a hibridacdo. A fase de alongamento tem como objetivo a sintese da cadeia
complementar, a Taq Polimerase liga-se aos primers e catalisa a replicagédo usando os
dNTP’sl26],

O produto obtido da PCR pode ser detetado e analisado com recurso a
eletroforese em gel de agarose ou acrilamida. O DNA torna-se visivel, sob a forma de
banda(s), quando exposto a luz ultravioleta, devido & sua ligagdo com um corante, como
o GreenSafe®, que se intercala entre as cadeias do DNA. Este corante é atualmente uma

alternativa ao brometo de etideo, por ndo ser mutagénico, cancerigeno e toxico.

Como ja foi referido anteriormente, a técnica de PCR pode ser Gtil para a
detecdo, de DNA leptospirico em amostras biologicas e ambientais na fase inicial da

leptospirose, principalmente quando outros métodos de diagndstico falham na detecao

10



de anticorpos, podendo ser uma alternativa ao TAM [1% 271 O desempenho da PCR

baseia-se na selecdo de primers capazes de amplificar o fragmento pretendido 261,

Desde o desenvolvimento da PCR, a mesma obteve diversas variantes, PCR
convencional, nested-PCR, PCR em tempo real (qPCR), PCR multiplex, RT-PCR (do
inglés Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction), entre outras [26],

6.1. Nested-PCR

A nested-PCR, é um método qualitativo, com sensibilidade superior a PCR
convencional, uma vez que as amostras sao amplificadas duas vezes, na qual a segunda
amplificacdo é realizada com o produto proveniente da primeira amplificacdo. Porém, e
visto que, sdo realizadas duas amplificacbes é uma técnica que estd sujeita a
contaminacgdes. Outra vantagem deste método é que a 22 PCR serve para confirmar a

especificidade da primeira amplificagéo [“6l,

6.2. PCR em tempo real (qPCR) com a sonda TagMan

A PCR em tempo real foi um progresso da PCR convencional, que trouxe a
oportunidade de desenvolvimento de novas e importantes aplicacGes para a PCR em
tempo real, juntamente oferece maior sensibilidade e precisdo, e a possibilidade de
monitorizacdo da reagdo em tempo real, bem como a quantificacdo do produto final da
PCR. Esta monitorizacdo tem como beneficio a determinacdo da quantidade de DNA

inicial na amostra [32,

A PCR em tempo real necessita de sondas fluorescentes que quando se ligam ao
DNA, imitem fluorescéncia. E através da fluorescéncia que sabemos a quantidade de
DNA presente em cada ciclo da PCR, sendo este o motivo pela qual pode ser chamada
de PCR quantitativo (QPCR).

O objetivo da qPCR é distinguir e medir com precisdo os fragmentos especificos
dos acidos nucleicos nas amostras, mesmo quando esta quantidade é muito pequena. A
gPCR amplifica o fragmento especifico na amostra, e monitoriza o0 processo de
amplificacdo usando o fluorocromo (sonda), a rapidez com que este se liga a sequéncia
e imite o sinal esta relacionado com a quantidade do fragmento especifico inicial,

permitindo a sua quantificacdo 32,
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Para que seja possivel a detecdo da fluorescéncia € necessaria a entrada de
energia para a excitacdo do fluorocromo. Para tal o aparelho contém um termociclador
acoplado a um sistema 6tico que excita as moléculas de fluorocromo, ao mesmo tempo
que 1é a emissdo de fluorescéncia 132, Também é necessario um computador para a

obtencéo e analise dos resultados da PCR [26],

A sonda utilizada neste trabalho é a TagMan, especifica para o gene de interesse,
que ¢ duplamente marcada, possui um fluordéforo reporter (FAM) na extremidade 5° e
um quencher, fluor6foro “silenciador” (BHQ — Black Fole Quencher ou NFQ — Non-
Fluorescent Quencher), na extremidade 3°. O quencher tem como objetivo impedir que
o fluordforo repérter emita fluorescéncia, por conseguinte o fluoréforo reporter apenas é
capaz de emitir fluorescéncia quando entra em contacto com o DNA, ou seja, quando as
cadeias sdo separadas. Havendo fluorescéncia esta vai ser detetada e quantificada,
demonstrado assim que esta presente DNA na amostra [32 331,

Assim sendo, a gPCR tornou-se 0 método de escolha para quantificar acidos
nucleicos em varios campos, como no diagnostico, medicina veterinaria, medicina

forense, monitorizacao de tratamentos, etc.
Vantagens:
e Capacidade de quantificar os acidos nucleicos;

e Para além da grande sensibilidade, consegue detetar pequenas

quantidades dos fragmentos que se pretende amplificar;

e N&o requer manipulagdes po0s-PCR, como a PCR convencional,

minimizando assim a probabilidade de contaminagéo ou erro humano.

As limitagcOes que existem na gPCR sdo as mesmas que existem na PCR

convencional:

e E possivel as amostras bioldgicas possuirem compostos (como a
hemoglobina ou ureia) que inibem a amplificacdo. Porém, e possivel contornar esta
limitacdo, usando polimerases de DNA alternativas, como Tfl (T. flavus), Pwo, etc., que

sdo resistentes a inibidores especificos;
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e O RNA (ribonucleic acid) é pouco estavel, sendo necessério ter cuidado

no seu isolamento para garantir a sua integridade e a remoc¢éo dos contaminantes.

No decorrer dos anos, muitos foram os estudos realizados com o uso da gPCR,

que tém como alvo varios genes, sendo o gene lipL32 importante para este estudo 321,

6.2.1. Monoazida de Propidio

O reagente Monoazida de Propidio (PMA) é um corante que se intercala na
cadeia dupla de DNA. Para que o PMA chegue ao DNA é necessario que as bactérias
tenham a membrana externa comprometida, permitindo a passagem do corante, e que
este se ligue covalentemente ao DNA, quando exposto a luz halégena. Assim, as

bactérias que estdo viaveis, tém a sua membrana intacta e o DNA protegido.

O uso deste corante é relevante quando usado juntamente com a qPCR, porque
impede que o DNA das bactérias ndo vidveis seja amplificado, ocorrendo a
amplificacdo e quantificacdo do DNA das bactérias viaveis, sendo esperado que o Ct
seja inferior quando comparado com as mesmas amostras que ndo foram tratadas com

PMA, uma vez que este nao permite a amplificacdo do DNA de leptospiras ndo viaveis.

Este € um método interessante quando usado em amostras ambientais, porque

permite ter uma percecdo da concentracdo de bactérias que podem infetar os humanos
[39]

7. Gene lipL32

As proteinas da membrana externa (OMPs, do inglés Outer Membrane Proteins)
presentes na superficie das leptospiras sdo importantes para a viruléncia das mesmas,
dado que fazem a ponte de ligacdo entre estas espiroquetas e 0 hospedeiro. Assim, 0sS
genes ligA, ligB, lipL41, lipL32, lipL21, que codificam as OMPs com 0s mesmos nomes
(LigA, LigB, ...) estdo presentes nas leptospiras patogénicas, mas ausentes nas
saprofitas, sendo por isso utilizadas para a detecdo de infecdo leptospirica, para a
criacdo de vacina ou tratamento para a leptospirose [ 351, O gene lipL32, é disso
exemplo, dado que estd presente no genoma das espécies patogéenicas de Leptospira, e
codifica a lipoproteina LipL32, tendo um importante papel na patogenicidade destas

bactérias.
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A referida OMP (LipL32), é considerada uma das principais, sendo a principal,
lipoproteinas na membrana externa de espécies patogénicas de Leptospira, possui uma
massa molecular de 32 kDa, sendo a lipoproteina mais abundante nas leptospiras
patogénicas, representando cerca de 75% da membrana externa das mesmas [16: 37, 38 42,
43]: é também altamente conservada nas varias espécies de leptospiras patogénicas 36 38
42,431 O gene que codifica a LipL32, assim como outros genes, estdo altamente
expressos nos hospedeiros humanos ou outras espécies de mamiferos, quando infetados
por leptospiras, ou nas préprias leptospiras, quando mantidas em cultura (in vitro). Nos
hospedeiros e até nos reservatorios a sua expressao ocorre dentro dos tubulos renais
proximais [16 42431 estimulando a excrecéo das bactérias para o ambiente. Nos humanos,
ocorre a producdo de anticorpos anti-LipL32 durante a infecdo [16 38 42 431 Por este
motivo o gene lipL32 é um alvo ideal para a detecdo molecular de leptospiras,
diagndstico e producdo de novos tratamentos para a leptospirose, incluindo a producao
de vacinas [38 43 44. 451 Nos (iltimos anos, este gene tem sido muito utilizado na PCR,
sendo conhecido pela sua grande sensibilidade e capacidade de fornecer um diagnostico

precoce da doenga [28],

Além das amplificacdes de DNA leptospirico por PCR convencional e nested-
PCR, o referido gene pode ser também detetado através da realizacdo de um protocolo
de gPCR, usando a sonda TagMan. Este Gltimo é, ao contrario dos testes moleculares
anteriormente referidos, um método quantitativo, rapido e muito sensivel que pode ser
usado com culturas puras de leptospiras patogénicas ou para amplificar DNA das
referidas leptospiras em amostras clinicas (sangue total, soro, urina, entre outras) e em
amostras ambientais ou provenientes de tecidos de outras espécies animais (ex.
roedores). Em contexto de diagndstico laboratorial, de acordo com o periodo de tempo
em que tiveram inicio os sintomas da doenca, deve optar-se pela amostra clinica mais
indicada para ser colhida e testada, dado que, numa fase inicial, as leptospiras podem
ser encontradas no sangue (fase de leptospirémia) e depois na urina, durante algumas

semanas, no decurso da fase de leptospirtria 8.

8. Questéo de Investigacao
Qual o desempenho de um protocolo de qPCR, com primers “LipL32”, na

deteccdo de Leptospira spp, em amostras humanas, de roedores e ambientais?
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9. Objetivo Geral
Otimizar um protocolo de gPCR para a detecdo de DNA de Leptospira spp em

amostras bioldgicas e ambientais.

9.1. Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste estudo s&o:

i. Proceder a extracdo de DNA de Leptospira spp em culturas puras e das

amostras bioldgicas e ambientais;

ii. Realizar um teste de sensibilidade, utilizando como amostras, culturas
puras de serovares patogénicos de Leptospira com diluicGes sucessivas de base 10, e em

amostras com resultado negativo, ja testadas em estudos anteriores;

iii. Determinar o Lower Limit of Detection (LLOD) de DNA lepospirico em

culturas puras;

iv. Realizar um teste de especificidade, utilizando um serovar de uma espécie
saprofita de Leptospira e de outros microrganismos, incluindo também outras
espiroquetas (ex: Borrelia burgdorferi sensu lato (s.1.) e Treponema pallidum), e ainda
um protozoario (ex: Leishmania spp);

v. Proceder a detecdo de DNA leptospirico em 10% do total das amostras
(roedores e ambientais) de um projeto de investigagédo a decorrer na Unidade de Ensino
e Investigacdo (UEI) de Microbiologia Médica, que suporta a realizacdo de uma tese de
doutoramento em curso no Laboratério de Leptospirose e Borreliose de Lyme da
referida UEI e algumas amostras bioldgicas existentes no IHMT e ja previamente
analisadas, e nas quais foi utilizado no ambito desta dissertagdo um protocolo de gPCR

especifico para detecdo de DNA de Leptospira spp;

vi. Realizar um teste de viabilidade de Leptospira spp em amostras

ambientais.

10. Tipo de Estudo

O tipo de estudo é classificado como estudo experimental, que inclui uma

componente laboratorial que tem como objetivo a otimizac¢do de um protocolo de qPCR.
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I1. Materiais e Métodos

1. Culturas puras de Leptospira spp

Foram selecionadas duas espécies de leptospiras patogénicas, L. interrogans
(serovares Copenhageni (M20) e Icterohaemorrhagiae (RGA); e da espécie L.
borgpetersenii (serovares Ballum e Hardjo)), para a extracdo de DNA gendmico.
Qualquer destes serovares de Leptospira séo, a par de outros, agentes causais de

leptospirose humana e animal.

2. Amostras Bioldgicas

O material bioldgico usado neste trabalho foi constituido por: i) amostras
humanas (soro e urina); ii) sangue e baco de roedores e, iii) amostras ambientais (solos e
aguas) (Tabela 1). N&o foi necessario fazer a colheita de qualquer destas amostras, uma
vez que ja existiam no laboratorio tendo j& sido utilizadas anteriormente em contexto de
investigacdo no ambito de outros projetos. As amostras ambientais eram provenientes
do distrito de Lisboa e Setubal.

Procedeu-se a selecdo aleatoria de 10% de amostras de sangue e baco de
roedores e igual percentagem para as amostras de agua e de solo, e 30 % das amostras
humanas (soro e urina) de um total de 39 amostras existentes no laboratério, em relacdo
as quais o laboratério dispde de autorizacdo prévia (consentimento informado) pelos
respetivos doentes para a sua utilizagdo em posterior investigacdo. Para garantir a
aleatoriedade da selecdo das amostras foi usado o programa estatistico Epitools

(https://epitools.ausvet.com.au/randomnumbers).

Tabela 1. Descrigdo da origem e nimero das amostras bioldgicas e ambientais utilizadas no estudo

Amostras N Percentagem a n
Estudar (%)

Roedores Sangue 30 10 3

Baco 30 10 3

Pacientes Soro 22 30 7

Urina 17 30 5

Aguas 173 10 17

Solos 97 10 9

Total 389 100 44
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3. Extracdo de DNA

Para realizagéo da extracdo de DNA dos serovares selecionados (culturas puras)
de leptospiras (L. interrogans e L. borgpetersenii) e das amostras humanas e de
roedores, foi usado o kit da Citogene® DNA Cell & Tissue Kit.

3.1. Extracdo de DNA gendmico das culturas puras de Leptospira

(serovares selecionados)

Adicionou-se 0 volume de 1000ul do meio de cultura ao eppendorf® de 1,5ml e
centrifugou-se a 13000g durante cinco segundos, para se obter um pellet de células.
Removeu-se 0 sobrenadante e ressuspenderam-se as células no vortex. De seguida,
adicionaram-se 600ul de solucéo Cell Lysis, lisando das células, e voltou-se a agitar no

vortex a alta velocidade.

Adicionaram-se, 3ul da enzima RNAase ao lisado, de seguida procedeu-se a
inversdo dos tubos 25 vezes e colocaram-se a incubar a 37°C durante 60 minutos.
Posteriormente, colocaram-se os tubos a arrefecer a temperatura ambiente. E ap6s 0 seu
arrefecimento, adicionou-se um volume de 200ul de solucdo Protein Precipitation ao
lisado celular, e voltou-se a agitar no vortex a alta velocidade, de forma a garantir-se a
correta homogeneizacdo do lisado. De seguida os tubos foram a centrifugar a 130009
durante trés minutos, para se formar um pellet de proteinas. Decantou-se 0 sobrenadante
contendo DNA leptospirico para um novo eppendorf® de 1,5ml contendo 600 pl de
Isopropanol 100%, tendo o cuidado de eliminar as proteinas presentes. Procedeu-se a
mistura da amostra invertendo-se cuidadosamente 50 vezes, seguida de uma
centrifugacdo de um minuto a 13000g, obtendo-se um pequeno pellet branco de DNA

gendmico.

De seguida, descartou-se com cuidado o sobrenadante e escorreu-se com
cuidado para o papel absorvente. Posteriormente, adicionou-se um volume de 600ul de
etanol a 70% e inverteu-se o tubo de forma a lavar o pellet de DNA. Seguidamente,
centrifugou-se durante um minuto a 13000g, e descartou-se o sobrenadante com
cuidado, para ndo se perder o pellet. Inverteu-se o tubo de forma a deixar escorrer o

etanol para o papel absorvente, e levou-se a secar a vacuo durante 15 minutos.
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Por fim, adicionaram-se 50ul de DNA Hydration e deixou-se a incubar
overnight. No dia seguinte as amostras foram acondicionadas a 4°C até a sua utilizacao.

3.2. Extracdo de DNA das amostras biologicas (sangue de roedores) e

ambientais

Primeiramente colocou-se um volume de 500ul do reagente Cell Lysis num
eppendorf® de 1,5ml, seguidamente de 100ul de amostra. Para que fosse obtido um
maior rendimento do DNA extraido, adicionou-se 1ul da enzima Proteinase K, e
colocou-se a incubar a 55°C durante 1h, para que deste modo ocorresse a lise das células

presentes nas amostras.

Apos a incubagdo, adicionaram-se 3uL de enzima RNAase ao lisado, de seguida
procedeu-se a homogeneizacdo da solucédo, invertendo os tubos 25 vezes, de imediato,
incubou-se a 37°C durante 20 minutos. Seguidamente, as amostras foram arrefecidas a
temperatura ambiente durante 5 minutos ap6s o que foram adicionados 200ul de Protein
Precipitation, como o objetivo de precipitar as proteinas presentes nas amostras. De
seguida as amostras foram homogeneizadas no vortex durante 20 segundos; logo depois
foram a incubar no gelo durante 15 minutos. Posteriormente foram centrifugadas
durante 6 minutos a 14500rpm, obtendo-se o pellet e o sobrenadante, este Gltimo foi
decantado para um novo eppendorf® contendo 600ul de Isopropanol a 100%. Para
garantir um maior rendimento de DNA extraido, foi adicionado 1pl de glicogénio
(Thermo Scientific) as amostras, de seguida procedeu-se a homogeneizacédo cuidadosa,
por inversdo dos tubos (50 vezes), logo de seguida as amostras foram centrifugadas
durante 6 minutos a 14500rpm. O sobrenadante foi descartado e o pellet de DNA foi
lavado com 600ul de etanol a 70%, inverteram-se os tubos diversas vezes para que a
lavagem fosse mais eficaz. Seguiu-se uma nova centrifugacdo a 14500rpm durante dois
minutos, descartou-se cuidadosamente o sobrenadante, para que o pellet de DNA nao se
soltasse. De seguida os tubos foram colocados a secar, a vacuo, com 0 auxilio da
centrifuga Eppendorf® 5301 Concentrator (Figura 4), durante 15 minutos. Depois,
procedeu-se a eluicdo do DNA, adicionando-se 20pl de DNA Hydration e
homogeneizou-se no vdrtex, obtendo deste modo uma concentragdo aproximada de

200ug/ml, e um rendimento aproximado de 20ug de DNA. Posteriormente, as amostras
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ficaram a incubar overnight a temperatura ambiente. No dia seguinte as amostras foram

armazenadas a 4°C até a sua utilizagdo.

Figura 4. Imagem da centrifuga utilizada - Eppendorf® 5301 Concentrator (Fotografia do Autor)
A extragcdo de DNA nas amostras de bago de roedores e nas amostras ambientais
tinha sido previamente realizada num estudo anterior. Nas amostras de solo e para a
extracdo do DNA foi utilizado o kit Nzytech® NZY Soil and gDNA Isolation Kit

4. Amplificacdo de DNA
4.1. Protocolo nested-PCR “LipL32”

Para a amplificacdo de DNA utilizou-se um protocolo de nested-PCR com

primers “LipL32”, especificos para a dete¢do de leptospiras patogénicas.

Para a primeira reacdo de PCR foi preparada uma solugdo (mix), num eppendorf
de 2ml, para o volume final de 25ul, por cada amostra a ser testada. A mix continha:
agua, Buffer10x (NZYTech®), Cloreto de Magnésio (MgCl,) 50mM (NZYTech®),
dNTP Mix 40mM (Canvax Biotech S. L.), primers “LipL32” 100uM (Eurofins
Genomics), “LipL32” F 5’- CGC TTG TGG TGC TTT CGG TGG T -3’ ¢ “LipL32” R
5~ CTC ACC GAT TTC GCC TGT TGG G - 3’ e Taq Polimerase 5U/uL (Bioline®) e
10pl de amostra, Tabela 2.
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Tabela 2. Quantidades usadas na mix, para a primeira amplificacdo

Componentes da mix Quantidades (pl)

Agua 9,4

Buffer 2,5

Cloreto de Magnésio (MgClz) 1,25
dNTP Mix 1,25
“LipL32” F 0,2
“LipL32” R 0,2

Tag Polimerase 0,2
Amostra 10

Na segunda reacdo de PCR foi preparada a mix com 0s mesmos componentes
descritos anteriormente para 0 mesmo volume final, 25ul. Porém, para a segunda reacdo
foi usado 1pl do produto amplificado na primeira reacdo e 24pl da mix, sendo que 0s
primers usados na mix foram “LipL32” 1, “LipL32” F 5’- TTC TGA GCG AGG ACA
CAATCCC-3"¢e“LipL32”R 5>~ CTC CCATTT CAG CGATTA CGG - 3°, Tabela
3.
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Tabela 3. Quantidades usadas na mix, para a segunda amplificacdo

Componentes da mix Quantidades (pl)
Agua 9,4
Buffer 2,5
Cloreto de Magnésio (MgClz) 1,25
dNTP Mix 1,25
“LipL32” F1 0,2
“LipL32” R1 0,2
Tag Polimerase 0,2

Amostra 1

Foi incluido um controlo negativo, contendo agua ultrapura, e um controlo
positivo preparado de uma cultura pura do serovar Hardjo da bateria de referéncia do
Laboratdrio de Leptospirose e Borreliose de Lyme, existente no laboratério, para cada
reacdo de PCR. A amplificacdo de DNA das duas reagdes do protocolo foi realizada no
equipamento Termociclador MyCycler™ Thermal Cycler, (Figura 5) este foi

programado com as condicGes descritas na Tabela 4.
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Figura 5. Termociclador MyCycler™ Thermal Cycler (Fotografia do Autor)

Tabela 4. CondicGes utilizadas no protocolo nested-PCR “LipL32” para amplificacdo de DNA
leptospirico

5 min 1x
1 min
1min 32 x
1 min
7 min N2

ND: Néo definido

4.1.1. Eletroforese

Apo0s a realizacdo da nested-PCR, para a andlise dos produtos amplificados é
necessario proceder & preparagdo de um gel de agarose, para a realizagdo da
eletroforese. Para esta preparacdo procedeu-se & montagem do suporte onde se coloca o
gel de agarose. De seguida, procedeu-se a pesagem de 2g de agarose (NZY Tech®) que
se colocou num baldo volumétrico de fundo plano, com 100ml de solucdo TAE (1x).
Seguidamente a solucédo foi colocada no micro-ondas para ajudar a dissolver a agarose.
Retirou-se do micro-ondas a solugéo e deixou-se arrefecer um pouco, tendo depois sido
adicionado 2ul de corante GreenSafePremium™ (NZYTech®) e voltou-se a
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homogeneizar. Por fim, verteu-se o gel de agarose para o suporte e deixou-se

polimerizar.

Apds a polimerizacdo do gel de agarose, retirou-se o pente, e colocou-se o
suporte com o gel na tina de eletroforese. Procedeu-se entdo a colocagdo dos produtos
de amplificagdo em cada poco do gel, e também do marcador de DNA, EZ Load™ 20pb
(20-1000pb) Molecular Ruler (Bio-Rad), 2ul. A eletroforese decorreu durante 30
minutos a 125 volts, com o auxilio da fonte de alimentacdo Bio-Rad PowerPac™ 300
(Figura 6).

Figura 6. Fonte de alimentacdo de suporte a tina de eletroforese Bio-Rad PowerPac™ 300 (Fotografia do
Autor)

Apbs a eletroforese, o gel foi observado sob luz ultravioleta (UV), com recurso a
um equipamento com software de processamento de imagem, modelo Dolphin-DocGel

Imagem System, da Wealtec®.
4.2. Protocolo qPCR “LipL32”

No ambito da amplificacdo de DNA de Leptospira spp foi ainda utilizado um
protocolo de qPCR também como anteriormente referido, com primers “LipL32”,

especificos para a detecdo de leptospiras patogénicas.
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Para a execucdo do protocolo gPCR foi preparada uma solugdo (mix), num
eppendorf de 2ml, para o volume final de 10ul, por cada amostra a ser testada. A mix
continha: agua, PerfeCTa® MultiPlex gPCR ToughMix® 5x (Quantabio), sonda LipL32-
189P 5’-[FAM] A AAG CCA GGA CAA GCG CCG [BHQ1] - 3’ (Eurofins Genomics)
e primers “LipL32” (Eurofins Genomics), “LipL32” -45F 5°- A AGC ATT ACC GCT
TGT GGT G-3’ e “LipL32” -286R 5— G AAC TCC CAT TTC AGC GAT T - 3°, as
quantidades usadas estdo apresentadas na tabela 5. A sonda e os primers usados neste

estudo, foram previamente descritos por Bourhy e colaboradores 181,

Tabela 5. Quantidades usadas para a producéo da mix, para o protocolo gPCR "LipL32"

Componentes da mix Volume (ul)
Agua 5,1
PerfeCTa® MultiPlex gPCR ToughMix® 2
Sonda “LipL32” -189P 0,132
“LipL32” -45F 0,4
“LipL32” -286R 0,4
Amostra (template) 2

Apds a preparacdo da mix, a mesma foi distribuida pelos varios poc¢os da placa,
seguida das amostras. Foi usado um controlo negativo e positivo para cada reacdo de
PCR. A amplificacdo do DNA foi realizada no equipamento Bio-Rad CFX Connect™
Real-Time System (Figura 7), tendo este sido programado com as condic¢des descritas

na Tabela 6, e de acordo com o protocolo descrito por Stoddard!®l,
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Figura 7. Equipamento Bio-Rad CFX Connect™ Real-Time System, utilizado na amplificagdo de DNA
por gPCR (Fotografia do Autor)

Tabela 6. Protocolo qPCR “LipL32”, com indicacéo das condigdes utilizadas para a amplificacéo de
DNA por gPCR

8 min
3 seg 45x%
20 seg
90 seg 1x

4.3. Protocolo qPCR Actina

Por forma a demonstrar, no teste de sensibilidade, que estava presente DNA

genémico humano e animal, foi realizado um protocolo de gPCR com primers “Actina”.

Para a execu¢do do mesmo, foi preparada uma mix, num eppendorf de 2ml, para
0 volume final de 10 pl, por cada amostra a ser testada. A mix continha: agua,
PerfeCTa® MultiPlex gPCR ToughMix® (Quantabio), sonda beta-actin 5’- TAC TCC
TGC TTG CTG ATC CAC ATC - 3’ (Eurofins MWG Operon) e primers Beta-actin
(Eurofins MWG Operon), Beta-actin F 5’-GGC TCY ATY CTG GCC TC-3’ ¢ Beta-
actin R 5~ GCA YTT GCG GTCG SAC RAT G- 3’ (Tabela 7). De seguida, a mix foi
distribuida pelos varios pogos da placa, seguida das amostras (templates).
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Tabela 7. Quantidades usadas para a producéo da mix, para o protocolo gPCR Actina

Componentes da mix Volume (pul)
Agua 5,1
PerfeCTa® MultiPlex gPCR ToughMix® 2
Sonda Beta-Actin 0,132
Beta-Actin F 0,4
Beta-Actin R 0,4
Amostra (template) 2

A amplificacdo foi realizada no equipamento Bio-Rad CFX Connect™ Real-

Time System, este foi programado com as condicGes descritas na Tabela 8.

Tabela 8. Protocolo da reacdo de qPCR Actina com indicacdo das condi¢des utilizadas

Numero de
0,

Fase Temperatura (°C) Tempo Ciclos
Pré-Incubagéo 95 3 min ND
Amplificacao 95 15 seg

40 se 45x
Alongamento 62 g

ND: Néo definido

5. Determinacdo do Lower Limit of Detection

O Lower Limit of Detection (em portugués Limite Minimo de Detegdo) € a
concentracdo de DNA que é possivel ser detetada com seguranca. Por forma a
determinar o LLOD, procedeu-se a extracdo de DNA gendmico das culturas puras de
serovares patogénicos de Leptospira (Icterohaemorrhagiae, Ballum, Copenhageni e
Hardjo), conforme descrito em 3.1.. De seguida fizeram-se dilui¢Ges sucessivas de base
10. Este processo foi executado em triplicado, para a obtencdo da média dos resultados
conseguidos, e em dois momentos diferentes, de forma a aferir-se a reprodutibilidade do

método. Assim, foi possivel determinar o nimero de bactérias que se consegue detetar
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com precisdo, presentes no DNA leptospirico pela gPCR, e que é passivel de ser
amplificado.

6. Teste de Sensibilidade

Para a realizacdo do teste de sensibilidade foram também usadas culturas puras
de serovares patogénicos de Leptospira com diluicBes sucessivas de base 10, e ainda
amostras ja testadas em estudos anteriores e cujo resultado foi negativo.

Foram produzidos seis pools, de soro e urina humanos, assim como de sangue e
tecido do baco de roedores, e ainda de aguas e solos, previamente testadas e conhecidas
por ndo conterem DNA de Leptospira spp. O objetivo dos pools, compostas por cinco
amostras, foi aumentar a concentracdo de DNA das mesmas. Para a quantificacdo de
DNA, das amostras e das culturas puras, foi usado o equipamento NanoDrop™ 1000

Spectrophotometer da Thermo Fisher Scientific (Figura 8).

Figura 8. Equipamento utilizado para a quantificacdo de DNA para o teste de sensibilidade (NanoDrop™
1000 Spectrophotometer da Thermo Fisher Scientific

Procedeu-se a mistura dos pools com as culturas puras, 25 pl de pool e 25 pl de
cultura pura, obtendo-se um volume final de 50 pl. A partir deste volume foram
realizadas diluigdes sucessivas de base 10, e para cada diluicdo foi executado o

protocolo de gPCR “LipL32” em triplicado.
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De modo a demonstrar que nestes pools existe DNA gendmico humano e animal
nas amostras usadas, foi realizado o protocolo de PCR Actina com primers que detetam

0 gene da proteina Actina, funcionando deste modo como um controlo enddgeno.

7. Teste de Especificidade

Para a realizacdo do teste de especificidade foram usados o serovar Patoc,
representante de uma espécie saprofita (Leptospira biflexa) e ainda outros
microrganismos, incluindo também os espiroquetideos Borrelia burgdorferi sensu lato

(s.1.) e Treponema pallidum e ainda um protozoério do género Leishmania.

Foi feita a extracdo de DNA dos referidos microrganismos conforme descrito no

ponto 3.2. e posteriormente foi realizado o protocolo gPCR “LipL32” descrito em 4.2.

8. Teste de Viabilidade de Leptospira spp

A selecdo das amostras para a realizacdo do teste de viabilidade, tem por base o

critério de resultados anteriores terem sido positivos quer no teste nested-PCR e qPCR.

Para a execucao do teste de viabilidade de Leptospira spp, foi necessario realizar
uma pré-centrifugacdo das amostras, durante dois minutos a 4000rpm. Posteriormente,
foram pipetados 500ul de amostra para um eppendorf de 1,5ml; no qual foi adicionado
1,25ul de PMA™ Dye (Biotium), ap6s prévia centrifugacdo deste a 5000 rpm, durante

dois minutos.

De seguida, os tubos foram incubados na auséncia de luz, durante cinco minutos
a temperatura ambiente. Apds a incubagdo, os tubos foram expostos a luz durante 15
minutos, no equipamento PMA-Lite™ LED Photolysis Device (Figura 9), para que o
PMA se ligasse ao DNA das bactérias ndo viaveis.
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PMA-Lite™

Figura 9. Equipamento utilizado para o teste de viabilidade de leptospiras- PMA-Lite™ LED Photolysis
Device (Fotografia do Autor)

Posteriormente, foi necessario proceder a centrifugacdo das amostras, a
velocidade méxima durante cinco minutos, e imediatamente a seguir procedeu-se a
extragdo do DNA das amostras em estudo, conforme foi descrito em 3.2, e por fim
realizou-se a amplificacdo do referido DNA como detalhado no ponto 4.2.

9. Tratamento de dados

Os resultados obtidos sdo apresentados em tabelas e gréaficos.

Para comparar os dois protocolos “LipL32”, nested-PCR e gPCR, foi usado o
teste Qui-Quadrado tendo sido adotado o nivel de significancia estatistica de p<0,05,

através do programa estatistico Epitools (https:/epitools.ausvet.com.au/comparetwotests).
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I1l1. Resultados

1. Quantificacdo de DNA

1.1. Culturas puras de Leptospira spp.

A concentracdo obtida apds a extracdo do DNA das culturas puras medidas no
NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer da Thermo Fisher Scientific esta representada na
Tabela 9.

Tabela 9. Serovares de Leptospira spp e respetiva concentracdo de DNA

Serovares de Leptospira spp Concentracao (ng/ul)
Copenhageni (M20) 25,3
Hardjo 11,7
Icterohaemorrhagiae (RGA) 23,4
Ballum 41,3

1.2. Amostras Biol6gicas e Ambientais

Nas Tabelas 10, 11, 12, registam-se as concentracdes de DNA obtidas, apds a
respetiva extracdo das amostras bioldgicas e ambientais, e que foram medidas no
NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer da Thermo Fisher Scientific.

A concentracdo de DNA das amostras de soro e de urina (amostras humanas)
mostrou resultados diferentes. No soro obtiveram-se valores de DNA entre os 40 ng/pl e
0 70 ng/ul, enquanto que nas amostras de urina foi obtida uma concentracdo entre 0s 2 e

0s 20 ng/pl.
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Tabela 10. Quantificacdo da concentracdo de DNA nas amostras humanas estudadas (soro e urina)

Amostras Concentragéao de Amostras Concentragéo de
Soro/Ano DNA (ng/ul) Urina/Ano DNA (ng/ul)
40,3 15,2
46,8 18,9
61,5 8,4
46,6 5,8
49,1 2,3

Por seu turno, e de acordo com a Tabela 11, as concentracdes de DNA das

amostras de sangue e de bago de roedores, foram mais elevadas neste tltimo 6rgao.

Tabela 11. Quantificagdo da concentracdo de DNA das amostras (sangue e bacgo) dos roedores

Sangue Concentracéo de Baco Concentracéo de
(Roedores) DNA (ng/ul) (Roedores) DNA (ng/ul)
116,5 4398,5
129,9 196,5
116,5 163,8
131 87,1
217,7 581,7

Também foram obtidas as concentragdes de DNA nas amostras ambientais
(&guas e solos), sendo que a quantificacdo realizada mostrou valores mais elevados nas
amostras de solo.
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Tabela 12. Quantificagdo concentracdo de DNA das amostras ambientais (4guas e solos)

Concentracéao de Solos Concentracéao de
DNA (ng/ul) DNA (ng/ul)
7,9 22,45
16,1 21,5
8,8 26,7
14,7 53,55
5,5 128,95

2. Amplificacdo de DNA leptospirico

Foi testado um total de 44 amostras com os protocolos nested-PCR “LipL32” e

qPCR “LipL32”, cujos resultados obtidos encontram-se descritos no Anexo 1.
2.1. Detec@o de DNA leptospirico pela nested-PCR “LipL32”

Das 44 amostras testadas com o protocolo nested-PCR “LipL.32”, os resultados
obtidos foram 34744 (77,3%) e 10*/44 (22,7%), com a seguinte distribuicdo: uma
amostra de sangue de roedor, uma amostra de baco de roedor, sete amostras de agua e
uma amostra de solo (Tabela 9). Nas amostras humanas todas foram negativas em
nested-PCR, como se pode verificar na Figura 10.

1000 pb

.- 189 pb
20 pb e —

Figura 10. Representagdo da amplificacdo de DNA leptospirico das amostras humanas (soro e
urina) pela técnica de nested-PCR. (M — Marcador molecular 1000 pb; 1 a 7 — amostras de soro; 8 a 12 —

amostras de urina; P — controlo positivo; N1 e N2 — controlo negativo)
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2.2. Detecdo de DNA leptospirico por qPCR “LipL32”

As mesmas amostras foram testadas com o protocolo qPCR “LipL32”, e os
resultados obtidos revelaram 25 amostras sem amplificacdo de DNA (56,8%) e 19
amostras positivas, isto é, onde houve a referida amplificacdo (43,2%), com a seguinte
correspondéncia: duas amostras de bagco, uma amostra de sangue de roedor, sete
amostras de doentes (cinco de soro e duas de urina), oito amostras de agua e uma
amostra de solo (Tabela 13).

Tabela 13. Resultados percentuais obtidos nas amostras em estudo de acordo com a técnica realizada

(22,7) (56,8) (43,2)
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Assim, das 77,3% das amostras negativas em nested-PCR, 41,2% foram
positivas quando amplificadas pelo método gPCR, (Figura 11).

Nested-PCR versus qPCR

22,7% 77.3%

Nested-PCR Negativo Nested-PCR Positivo  ® gPCR Negativo ®qPCR Positivo

Figura 11. Representagdo gréafica dos resultados obtidos em percentagem pela nested-PCR e
gPCR no total de amostras estudadas

Nas amostras clinicas cujos resultados foram negativos na nested-PCR, quando
estudadas pelo protocolo qPCR “LipL32” os resultados mostraram que 41,7% foram
negativas, enquanto 58,3% das mesmas foram positivas, ou seja, ocorreu amplificacdo
do DNA leptospirico. Destas, 41,6% (n=5) eram amostras de soro e 16,7% (n=2) de
urina, (Figura 12).
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gPCR das Amostras Humanas

41.6%
41.7% 58.3%

16,7%

Amostras Positivas Amostras Negativas Amostras de Soro Amostras de Urina

Figura 12. Representagdo gréafica dos resultados obtidos (em percentagem) pela gPCR nas
amostras humanas (soro e urina)

Quando comparados os resultados obtidos verificou-se existir uma diferenca
estatisticamente significativa entre os dois protocolos (p = 0,0339).

3. Teste de Sensibilidade
3.1. Determinacdo do Lower Limit of Detection nas culturas puras de

Leptospira spp

De acordo com o descrito em Material e Métodos (Ponto 5) determinou-se o
LLOD em serovares representativos de duas espécies patogénicas de Leptospira (L.
interrogans e L. borgpetersenii), cujos resultados estdo apresentados na Figura 13. De
referir que este procedimento foi realizado em triplicado, de forma a aferir-se da

reprodutibilidade do método.

Perante a analise da Figura 13, obtida a partir dos dados conseguidos na
primeira amplificacdo, pode verificou-se que o LLOD correspondeu a diluicdo mais
alta, 10° , que equivale a 10° GE/ul, ou seja, € apenas necessario ter uma bactéria na

amostra em estudo para que haja amplificacdo do DNA leptospirico, sendo este
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resultado comum para 0s quatro serovares, 0 mesmo foi observado quando verificamos
um valor de R? de 0,99, mostrando que os valores estdo ajustados quase perfeitamente a
reta linear.

Culturas Puras 1° Ensaio LLOD

.

* M2
Hardjo
Ballum
RGA
Linear (M20)
Linear (Hardjo)
Linear (Ballum)
Linear (RGA)

w
®

Diluigdes de base 10

y=-0,3148x +11,999
R*=0,998

y=-0,3098 +11,938
R*=0,9927

y =-0,3307x +11,965
R*=0,997
y=-0,3263x +11,874
R?=0,9976

Ct

Figura 13. Representagdo gréafica da determinacdo do LLOD de culturas puras (serovares de
duas espécies patogénicas de Leptospira) resultante da primeira amplificacdo, usando o protocolo
de gPCR “Lipl32”

Na segunda amplificacio pela qPCR, obteve-se 0 mesmo LLOD (10° GE/ul) e
R? (0,99), observados na primeira amplificacdo. Verificou-se também que quanto maior
for a diluicdo melhor é a performance da amplificacdo do DNA leptospirico, obtendo-se

um Ct superior a 35.
3.2. Sensibilidade da gPCR

No ambito do estudo da sensibilidade do protocolo da gPCR, o estudo da mesma
teve por base as culturas puras (serovares de referéncia de Leptospira spp) utilizadas
anteriormente e também amostras ja testadas em estudos anteriores e cujo resultado
havia sido negativo. Desta forma através dos resultados obtidos foi possivel observar
como se comporta o protocolo da qPCR “LipL32” em amostras biolégicas e ambientais

negativas quando misturadas com culturas puras.
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3.2.1. Sensibilidade do protocolo qPCR “LipL32” em amostras bioldgicas e
ambientais

No gréafico (Figura 14) pode observar-se que o LLOD, nas amostras de sangue
de roedor, é 10° GE/ul para os serovares Ballum, Hardjo e Icterohaemorrhagiae (RGA),
enquanto que para o serovar Copenhageni (M20) se obteve um valor de LLOD de 10?
GE/ul. Relativamente, a R?, os serovares Copenhageni (M20) e Icterohaemorrhagiae
(RGA) foram os que mostraram valores de R? de 0,99, enquanto que os serovares Hardjo

e Ballum se obtive valores de 0,87 e 0,95, respetivamente.

Sangue de Roedor

4 e M20
Hardjo
Ballum

RGA

w

Linear (M20)
Linear (Hardjo)

Linear (Ballum)

Linear (RGA)

Dilui¢des de base 10

ly=-03733x+13,18
" Re=09519

y=-03154x+11,04
R2=0,9978

Ct

Figura 144. Representagdo grafica da sensibilidade do protocolo de gPCR para o0s serovares em estudo de
acordo com o valor de Ct obtido nas diluicGes.

O grafico (Figura 15), onde estdo representados os resultados obtidos nas
amostras de baco de roedores, mostra um valor de R? 0,99 em todos 0s serovares, exceto
em Icterohaemorrhagiae (RGA), cujo R? foi de 0,95. No serovar Copenhageni (M20)
obteve-se uma maior sensibilidade, 10° GE/ul, e a menor no serovar Hardjo, com 102
GE/ul, sendo que o valor intermédio da sensibilidade foi conseguido nos serovares
Ballum e Icterohaemorrhagiae (RGA), 10 GE/pl.
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.

w

Dilui¢des de base 10

Bago de Roedores

Ct

e M20
Hardjo
Ballum
RGA
Linear (M20)
Linear (Hardjo)
Linear (Ballum)
Linear (RGA)

y=-0,2951x+10,977
R*=0,9968

y=-03265x+13,641]
R:=0,9992

[y=-02026x+11.241
R2=0,9986

y=-02389x+10,187
R:=0,9502

Figura 15. Representa¢do grafica da determinacdo da sensibilidade do protocolo de gPCR na
amplificagdo de amostras de bago de roedores, de acordo com o valor de Ct obtido nas diluigdes.

No que respeita a sensibilidade da qPCR nas amostras de soro de doentes,

representada no grafico (Figura 16), verifica-se que o referido teste tem uma boa

sensibilidade para os quatro serovares, 10° GE/ul. Resultado idéntico foi conseguido nas

culturas puras (Figura 13), bem como nos respetivos valores de R?, verificando-se, no

entanto, um valor deste Gltimo mais baixo no serovar Icterohaemorrhagiae (RGA)

(R2=0,98).
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Soro de Doentes

e M0
Hardjo
Ballum
RGA
Linear (M20)
Linear (Hardjo)
Linear (Ballum)
Linear (RGA)

w

Dilui¢des de base 10

A 90 ‘I
y=-03428x+ 12,623

y=-0,3365x+ 12,605
R2=0,9818

Ct

Figura 16. Representacdo grafica da determinacdo sensibilidade do protocolo de gPCR na
amplificacdo de amostras clinicas (soro), de acordo com o valor de Ct obtido nas diluicGes.

Relativamente as amostras de urina (Figura 17), obteve-se maior sensibilidade
no serovar Ballum (10° GE/ul), ainda que o R2 do mesmo seja de 0,96. Por outro lado,
com sensibilidades menores, 10 GE/pul, os restantes serovares obtiveram um valor de

R? de 0,99, demonstrando que os valores de Ct estdo ajustados a reta linear.
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Urina de Doentes

e M20
Hardjo
Ballum
RGA
Linear (M20)
Linear (Hardjo)
Linear (Ballum)
Linear (RGA)

w
.

Dilui¢des de base 10

[y=-03081x+11,827|
R2=0,9607

Ct

Figura 17. Representagdo gréafica da determinacéo da sensibilidade do protocolo de gPCR na
amplificagdo de amostras clinicas (urina), de acordo com o valor de Ct obtido nas dilui¢Ges.

Em relacdo as amostras ambientais (dgua e solo) os resultados obtidos estdo
representados nos graficos das Figuras 18 e 19, respetivamente. Nas amostras de agua
obteve-se uma reta linear com valor de R? de 0,97 no serovar Copenhageni (M20), e de

0,99 nos restantes serovares. A sensibilidade da gqPCR apontou para 10° GE/ul em todos
0S serovares.

40



Aguas

e M2

Hardjo

Ballum

RGA

Linear (M20)
Linear (Hardjo)
Linear (Ballum)
Linear (RGA)

Diluigdes de base 10

y=-0,2948x + 8,7284/
R*=0,9978

Ct

Figura 18. Representac¢do grafica da determinacdo da sensibilidade do protocolo de qPCR na
amplificacdo de amostras de dgua, de acordo com o valor de Ct obtido nas dilui¢des.

Nas amostras de solo obtiveram-se resultados idénticos (Figura 19) aos das
amostras de agua (Figuras 18), com a diferenca que o valor R? foi de 0,98 no serovar
Ballum, e de 0,99 nos restantes serovares. A sensibilidade obtida foi também anéloga a
observada nas amostras de agua, 10° GE/ul, para todos os serovares.
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Solos

® M20
Hardjo
Ballum
RGA
Linear (M20)
Linear (Hardjo)

.

Linear (Ballum)

Linear (RGA)

Diluigdes de base 10

) " RP-09889
! . ¥ =-0,3096x+ 84212
: R*=0,9981

Ct

Figura 19. Representagdo grafica da determinacéo da sensibilidade do protocolo de gPCR na
amplificacdo de amostras de solo, de acordo com o valor de Ct obtido nas dilui¢Ges.

3.2.2. Sensibilidade do protocolo da qPCR Actina nas amostras bioldgicas

Conforme referido anteriormente (Material e Métodos, Ponto 4.3) fez-se a
mistura dos pools com culturas puras dos quatro serovares em volumes iguais. Assim,
com recurso ao protocolo de qPCR com primers dirigidos ao gene da Actina, foi
possivel demonstrar que nos referidos pools havia DNA gendémico humano e animal nas

amostras estudadas.

De acordo com a tabela a baixo, tabela 14, verifica-se que ocorreu amplificacao
do gene Actina, nos pools que continham culturas puras dos quatro serovares e amostras
biolégicas humana e animais. Na tabela 14 observa-se a sensibilidade que foi

conseguida nos pools.

A amostra de baco de roedor foi a que conseguiu melhor sensibilidade nas 4
amostras, com 0s seus respetivos serovares, 10° GE/pl. De seguida a amostra de soro
humano também obteve boa sensibilidade em duas amostras com 0s serovares
Copenhageni (M20) e Hardjo (10° GE/ul), havendo uma menor sensibilidade nos
restantes serovares (10! GE/ul). Menor sensibilidade foi conseguida nas amostras
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sangue de roedor e urina humana, 10® GE/ul, estas amostras continham o serovar
Icterohaemorrhagiae (RGA).

Tabela 14. Resultados de sensibilidade obtidos no protocolo Actina

102 GE/pl

108 GE/pl

10° GE/l

10° GE/ul 10 GE/ul

10% GE/ul 103 GE/ul
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4. Teste de Especificidade

Para a realizacdo do teste de especificidade foi usado um serovar de uma espécie
saprofita de Leptospira, (serovar Patoc) de L. biflexa e de outras espiroquetas,
nomeadamente, Borrelia burgdorferi e Treponema pallidum, e ainda um protozoério do

género Leishmania.

Os resultados obtidos na reacdo de amplificacdo de DNA, usando o protocolo
“LipL32” s&o apresentados na (Tabela 15), ndo tendo sido obtida qualquer amplificacéo

de DNA leptospirico.

Tabela 15. Resultados do teste de especificidade, usando um protocolo com primers “LipL32”, para
amplificacdo de DNA leptospirico

Microorganismos Ct
L. biflexa (Patoc) Negativo
Borrelia burgdorferi Negativo
Treponema pallidum Negativo
Leishmania Negativo

5. Teste de Viabilidade de Leptospira spp

Neste ambito, foram testadas quatro amostras ambientais (Figura 20), cujos
resultados foram positivos na nested-PCR e na qPCR, conforme referido em Materiais
e Métodos (Ponto 8), para a determinacdo da viabilidade de bactérias potencialmente
prejudiciais em termos de salde, em contexto ambiental. Assim, foi feito um pré-
tratamento das amostras com PMA, seguindo-se a extracdo de DNA gendmico e por
ultimo a amplificacdo do mesmo, conforme descrito anteriormente em 3.2 e 4.2

(Materiais e Métodos), respetivamente.
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Nested-PCR

Figura 200. Representagdo grafica das amostras selecionadas (a vermelho) para o teste de viabilidade

Observam-se (Tabela 16) valores de Ct superiores na reacdo de gPCR das
amostras tratadas com PMA, em relacdo aos Ct obtidos na reacdo de qPCR das amostras
sem o referido tratamento. Quando calculada a percentagem de bactérias viaveis, foi
obtida uma maior percentagem (70,4%), na amostra de agua 103, cuja diferenca entre 0s
valores de Ct obtidos nas amostras tratadas e ndo tratadas (ACtamostra) fOi de 0,51. Por
outro lado, na amostra de agua 68, observou-se, nas mesmas circunstancias, uma

ACtamostra de 4,96, a que correspondeu uma percentagem de bactérias viaveis de 3,2%.

Tabela 16. Resultados do Teste de Viabilidade em amostras de 4gua sujeitas a tratamento com PMA

Amostras Ct CtgPCR  ACtamostra=Ct(amostra, tratadacom ~ %0 Viavel = 100 /

de Aguas gPCR c\PMA pMA)-Ct(amostra, nao tratada) (2(amostra
ACtamostra))
61 33,92 36,63 2,71 15,3
68 32,09 37,05 4,96 3,2
103 35,88 36,39 0,51 70,4
106 34,93 37,92 2,99 12,6
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Em resumo, uma vez que foi obtida amplificacdo, apds o tratamento com PMA,
verificou-se que nas amostras ambientais existia a presenca de bactérias viaveis

prejudiciais para 0S humanos e outros espeécies animais.
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V. Discussao e Conclusdes

Com este estudo pretendeu-se otimizar um protocolo de gqPCR, usando os
primers “LipL32”, e a sonda TagMan, esperando conseguir melhorar por esta
abordagem, os resultados ja obtidos em amostras previamente estudadas e que haviam
revelado a presenca de DNA leptospirico, como também em algumas outras, cuja
amplificagdo n&o foi inicialmente obtida, por falta de sensibilidade na abordagem
molecular realizada, em particular, através do protocolo de nested-PCR, cuja limitagédo

foi agora superada pelo protocolo de qPCR.

Na quantificacdo de DNA resultante da extracdo verificou-se uma ligeira
diferenca da concentracdo do mesmo, entre as amostras de soro e de urina, o que se
admite dever-se ao facto de no sangue humano de onde resultou o soro existirem varios
tipos de células, enquanto a urina é composta sobretudo pelos nutrientes que sdo
ingeridos pelo individuo, pelo que o DNA que foi extraido provém das células mortas
no organismo dos individuos, tais como células da uretra. No que respeita a
concentracdo de DNA nas amostras de sangue e baco de roedores, obtiveram-se

melhores resultados no baco dos referidos animais, por se tratar de um érgdo solido.

Por outro lado, nas amostras ambientais foi detetada uma menor quantidade de
DNA, o que pode ser devido a algumas limitacGes tais como: i) colheita realizada em
zonas préximas de casos de leptospirose, ii) erros de pipetagem e iii) degradacdo de
DNA gendmico, entre outras.

Foi utilizado o protocolo nested-PCR “LipL32” nas amostras biologicas
humanas, visto que nestas amostras haviam sido executados outros testes para 0 seu
diagndstico, entre os quais o teste de referéncia (MAT). Assim, a amplificacdo de DNA
leptospirico usando o protocolo nested-PCR e o protocolo gPCR, nas referidas
amostras, permitiu observar a auséncia de amplificacdo de DNA com o primeiro dos
referidos protocolos (nested-PCR). Em contrapartida, obtiveram-se resultados positivos

superiores a 50% nas mesmas amostras pelo protocolo qPCR.
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Importa referir que em quase 80% de amostras com resultado previamente
negativo para leptospirose pela nested-PCR, foi detetado DNA de Leptospira spp em
cerca de 41% quando se reavaliaram por qPCR. Ficou assim evidente que os resultados
obtidos pelas duas abordagens se traduzem pela vantagem na utilizacdo da gPCR em
detrimento da nested-PCR. Estes resultados s&o assim extremamente abonatorios e
promissores para uma mudanca de paradigma na futura abordagem de diagndstico
laboratorial da referida doenca, tal como acontece com diversas outras, nomeadamente a
atual abordagem de diagndstico da COVID-19 [49.50.51],

No entanto, no que respeita as amostras ambientais, € importante referir que em
quatro amostras [agua (3) e solo (1)] onde se registou previamente amplificacdo de
DNA leptospirico pela nested-PCR, tal ndo aconteceu pelo protocolo da gPCR. Este
resultado, inicialmente ndo expectavel, pode ser explicado pela degradacdo do DNA
devido ao descongelamento e congelamento das amostras, outro possivel motivo é a
potencial contaminacgdo na execucao do protocolo nested-PCR, uma vez que este, € um
método com uma grande probabilidade de ocorréncia de contaminacdo, por incluir duas
amplificacdes, como foi referido anteriormente (Introducéo, Ponto 6.1). Em suma, a
reacdo de qPCR pode vir igualmente a constituir um método a considerar na detecdo de
DNA de Leptospira spp em amostras ambientais, como também demonstrado por

Schneider (2018) num estudo realizado em areas urbanas no Brasil [2],

Um outro aspeto relevante neste trabalho prende-se com a determinagdo de
LLOD, tendo sido para o efeito realizadas duas amplificacbes em culturas puras de
leptospiras, com resultados semelhantes em ambas. Porém, importa relevar que na
segunda amplificagio, ndo ocorreu amplificacdo na diluicdo de 10° no serovar
Copenhageni (M20), sendo que uma possivel razéo para este facto podera ter sido uma
vez mais algum erro de pipetagem para a placa de amplificacdo. No entanto, a auséncia
desta amplificagdo néo influenciou o valor de R? de 0,99. Concluimos assim, que 0
LLOD em culturas puras é de 10° GE/ul com um Ct superior a 35. Estes resultados
demonstram que o protocolo qPCR “LipL32” ¢é capaz de detetar pequenas quantidades
de DNA leptospirico, resultado este que esta de acordo com os achados obtidos em

estudos realizados por Bourhy e colaboradores [*8le por Kim e colaboradores [33],
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Quanto a sensibilidade da gPCR nas amostras de sangue de roedores, foram
obtidos resultados diferentes dos conseguidos nas culturas puras. A sensibilidade obtida
foi de 10 GE/ul para o serovar Copenhageni (M20) e de 10° GE/ul para os restantes
serovares. Admite-se que esta diferenca possa dever-se a algumas causas, entre as quais,
i) m& homogeneizacao no vortex ap6s a mistura dos pools com as culturas puras e entre
diluices; ii) escassez de DNA leptospirico; e iii) presenca de hemoglobina, como ja
referenciado na literatura, em diversos estudos, que apontam para o facto de da
hemoglobina poder ter um efeito inibitério na amplificacdo de DNA, como descrito por
Sidstedt 5% entre outros. Relativamente aos resultados da sensibilidade, da qPCR, os
melhores foram obtidos na amplificacdo de DNA nas amostras de sangue de roedores,
embora com uma variacdo entre 10° e 10 GE/ul. Comparativamente as amostras de
baco dos roedores, foi nas de sangue dos mesmos, que Se observou uma maior
sensibilidade, para os serovares Ballum, Hardjo e Icterohaemorrhagiae (RGA), o que se
justifica pela natureza da constitui¢do dos respetivos tecidos.

Em relacdo aos resultados obtidos nas amostras bioldgicas humanas (soro e urina
de pacientes) conclui-se que estes resultados sdo idénticos aos que foram obtidos nas
culturas puras, sendo a sensibilidade da qPCR de 10° GE/ul para o soro de doentes, e
para a urina dos mesmos, 10° GE/ul no serovar Ballum, e 10 GE/ul nos restantes
serovares. Estes resultados sdo assim, mais uma demonstracdo que o protocolo qPCR
“LipL32” é um método que deve ser considerado no contexto da leptospirose,
antecipando o seu diagnostico com a mais-valia de permitir iniciar o respetivo
tratamento o mais cedo possivel, de forma a evitar-se que os doentes desenvolvam

sintomas mais graves, podendo até evoluir para situa¢des criticas, incluindo o 6bito.

Relativamente aos resultados nas amostras ambientais, estes foram também
idénticos aos das culturas puras, 10 GE/ul, no entanto, com valores de Ct inferiores,
compreendidos entre 25 e 35, enquanto as culturas puras mostraram um valor de Ct

superior a 35.

Ainda uma referéncia ao protocolo qPCR Actina cuja inclusdo no presente
trabalho foi considerada relevante, dado ter como objetivo demonstrar a existéncia de
DNA gendémico humano e animal. Relativamente a sensibilidade no protocolo da g°PCR

Actina, foram obtidos melhores resultados no protocolo “Lipl32”, com as amostras de
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sangue de roedor, 10° GE/ul. Por outro lado, em amostras de baco, a sensibilidade foi
superior, 10° GE/pl, em todos os serovares. Quanto as amostras de soro humano, a
sensibilidade da gPCR variou entre 10° GE/ul e 10* GE/ul e resultados idénticos foram
conseguidos no protocolo “LipL32”. Por fim, nas amostras de urina humana a
sensibilidade foi de 102 GE/ul, isto é, uma sensibilidade menor, quando comparado com
a sensibilidade obtida no protocolo “LipL32” que teve sensibilidade de 10° GE/ul no
serovar Ballum e 10 GE/ul nos restantes serovares. Uma causa possivel para esta
diferenca pode ter sido uma possivel degradacdo de DNA previamente extraido, devido
a congelacdo e descongelacdo das amostras, dado que estas amostras ja tinham sido

anteriormente usadas.

No que respeita ao teste de especificidade realizado, conforme esperado, nao
ocorreu amplificacdo de DNA leptospirico no serovar Patoc (L. biflexa) bem como nos
restantes microrganismos incluidos no teste, uma vez que os primers usados tém como
alvo o gene lipL32 que esta presente em todas as espécies patogénicas de Leptospira.
Considerando esta especificidade, o DNA extraido do serovar Patoc, enquanto
representante de leptospiras saprofitas, ndo seria amplificado como se verificou, o que
também foi observado por outros investigadores em estudo anterior (Bourhy e

colaboradores, 2011) [*8],

Quanto ao teste de viabilidade que teve como objetivo verificar se as bactérias
(leptospiras), presentes nas amostras ambientais, estavam viaveis e se tinham
capacidade infetante para os humanos, verificou-se que os valores obtidos de Ct foram
diferentes em ambos os ensaios de qPCR (com e sem PMA), sendo inversamente
proporcionais. Resultados semelhantes foram igualmente obtidos noutros estudos como
os reportados por Brianna Tarnower (Dissertacdo de Mestrado) e também num estudo
realizado por Nocker, respetivamente [41: 52, Da analise da diferenca dos valores de Ct
das amostras tratadas e ndo tratadas com PMA, para quantificar as células viaveis, foi
possivel concluir que quanto menor for o valor de ACtamostra Maior a percentagem de
células viaveis. A razdo pela qual foi realizado a q°PCR com PMA em quatro amostras
de agua, foi exatamente porque estas amostras também foram positivas na nested-PCR
para a presenca de DNA leptospirico, sendo esta uma das abordagens moleculares usada
para o diagnostico de leptospirose. O teste de viabilidade mostrou assim, constituir uma

mais valia, tendo sido utilizado no laboratorio pela 12 vez, no ambito deste trabalho,
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para a detecdo de leptospiras viaveis no ambiente, por serem estas, as responsaveis pela
infecdo humana e animal sendo por isso, esta abordagem mais uma importante
ferramenta no contexto da salde publica, ou mesmo em termos mais abrangentes, de
One Health.

Deste modo, espera-se que este estudo sirva de base para futuros
desenvolvimentos na investigacdo de diferentes espécies de Leptospira, usando o PMA
de forma a fornecer uma visdo mais ampla sobre os mecanismos da patogenicidade
destes espiroquetideos versus importancia clinica e respetiva transmissdo ambiental dos
mesmos. Assim, o protocolo qPCR “LipL32” com tratamento de PMA pode ser uma
ferramenta suficientemente sensivel para a detecdo de leptospiras patogénicas viaveis no

ambiente e até em amostras humanas, quando a doenca ainda esta na fase inicial.

Face ao exposto, é da maior importancia avaliar os diversos biétopos, quer solos
quer colecdes de dgua doce para se perceber em que local (ou locais) € mais provavel
encontrar leptospiras, e assim fornecer informacdo as Autoridades de Saude e
responsaveis autarquicos para a necessidade de alertarem a populacdo para o potencial
risco de infecdo em espacos publicos como jardins ou espacos aquaticos (ex. lagos,
lagoas, rios, barragens, etc), conhecidos que sdo, 0s riscos agora demonstrados no

presente trabalho, no que a leptospirose diz respeito.
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VI.

ANnexos

1. Anexol

Tabela 17. Representacdo dos resultados globais de todas as amostras em estudo de

acordo com a técnica realizada

Sangue de Roedor

Baco de Roedor

Soro Humano

Urina Humana

Métodos

49
161
51
75
107
2.20
5.20
6.20
11.20
13.20
19.20
22.20
12.20
16.20
20.20
21.20
25.20
42
43
44
61
68
83
84
103
104
106
114
119
122
136
137
140
142

Nested-PCR

Negativo
Negativo
Positivo
Negativo
Negativo
Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Positivo
Negativo
Positivo
Negativo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo

gPCR

Negativo
Negativo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
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Métodos

Nested PCR

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Negativo
Negativo

Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
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