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RESUMO

Introdugao: Aleptospirose é uma zoonose endémica, mundialmente distribuida, causada por
bactérias do género Leptospira. Este género compreende espécies patogénicas e saprofiticas,
com mais de 200 sorovares distintos, dificultando sua caracterizagao. A técnica de pulsed field
gel electrophoresis tem sido empregada como uma ferramenta para auxiliar nesta caracterizagao.
Os objetivos deste trabalho foram padronizar a técnica de PFGE, determinar os perfis
moleculares das cepas de referéncia utilizadas pelo Laboratério de Referéncia Nacional para
Leptospirose/Centro Colaborador da Organizagao Mundial de Satde para Leptospirose e criar
um banco de dados com estes perfis. Métodos: Foram analisadas, por PEGE, dezenove cepas
utilizando a enzima de restri¢ao NotI. Resultados: Cada cepa apresentou um perfil inico que
pode ser considerado como uma identidade gendmica especifica, com excegao dos sorovares
Icterohaemorrhagiae e Copenhageni, cujos perfis foram indistinguiveis. Conclusdes: Dessa
forma, foi possivel a criagao de um banco de perfis moleculares que estd sendo utilizado no
Laboratério para a comparagao e identificagao de cepas isoladas de quadros clinicos.

Palavras-chaves: Leptospira sp. Pulsed Field Gel Electrophoresis. Leptospirose. Biologia
molecular.

ABSTRACT

Introduction: Leptospirosis is an endemic zoonosis of worldwide distribution, caused by
bacteria of the genus Leptospira. This genus includes pathogenic and saprophytic species,
with more than 200 different serovars, thus making it difficult to characterize. The technique
of pulsed field gel electrophoresis has been used as a tool to aid in this characterization. The
aims of this study were to standardize the PFGE technique, determine the molecular profiles
of reference strains used at the National Reference Laboratory for Leptospirosis/ World Health
Organization Collaborating Center for Leptospirosis and create a database with these profiles.
Methods: Nineteen strains were analyzed by means of PEGE, using the restriction enzyme
NotI. Results: Each strain presented a unique profile that could be considered to be a specific
genomic identity, with the exception of the serovars Icterohaemorrhagiae and Copenhageni,
whose profiles were indistinguishable. Conclusions: It was possible to create a database of
molecular profiles, which are being used in the Laboratory for comparing and identifying
strains isolated from clinical cases.

Key-words: Leptospira sp. Pulsed Field Gel Electrophoresis. Leptospirosis. Molecular
biology.
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INTRODUGCAO

A leptospirose é uma zoonose endémica,
mundialmente distribuida, causada por bactérias
do género Leptospira. Este género compreende
espécies patogénicas e saprofiticas, com mais de 200
sorovares distintos, dificultando sua caracterizagio.
O agente etioldgico da leptospirose pertence
a ordem Spirochaetales, familia Leptospiracea,
género Leptospira', caracterizado por bactérias
de forma espiral longa, finas e flexiveis, com uma
ou ambas as extremidades curvadas em forma de
gancho. Sao aerdbias obrigatérias, que apresentam
crescimento fastidioso in vitro nos meios de Fletcher
ou Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris
(EMJH), com pH de 6,8-7,4 e temperatura entre
28 e 30°C**. O isolamento e classificagio de cepas
patogénicas de leptospira sao processos demorados,
decorrentes principalmente da baixa taxa de
crescimento, muitas vezes aliado a contamina¢io
concomitante com microrganismos de crescimento
mais rapido, e rigorosas exigéncias da cultura in vitro
desta bactéria®.

Atualmente, asleptospiras podem ser classificadas
tanto por métodos fenotipicos (convencionais)
quanto por genotipicos. No sistema convencional,
todas as leptospiras patogénicas pertencem a espécie
Leptopira interrogans sensu lato®. Este sistema é
baseado em critérios soroldgicos nos quais as cepas
de leptospiras sao diferenciadas em sorovares. O
sorovar é aunidade taxondmica basica utilizada para
aclassificagdo de leptospiras®. Porém, a identificagao
desse género bacteriano é bastante dificultada
quando se observa que sorovares pertencentes ao
mesmo sorogrupo encontram-se distribuidos entre

diferentes espécies***”.

A sorotipagem é determinada pelo teste de
aglutinagao microscopica com absor¢ao cruzada
(cross-aglutinin absorption test - CAAT), no qual sio
utilizados soros imunes de referéncia produzidos
em coelhos®. O CAAT ¢ demorado e restrito a
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laboratérios de referéncia internacional, pois requer a existéncia de
uma colegao completa de cepas de referéncia do género Leptospira;
entretanto, é essencial na identificacio de novos sorovares”'’. Outro
método ¢ o teste de microaglutinagio MAT (microscopic agglutination
test) usando anticorpos monoclonais especificos®!°
quando apresenta titulos elevados para um determinado sorovar,
embora sugestivo, ndo é conclusivo a respeito do sorovar infectante,
devido a ocorréncia de reagdes cruzadas'

que, mesmo

'. A identificagdo dos
sorovares é importante para a epidemiologia, uma vez que eles
apresentam relages diretas com alguns animais reservatdrios, focos
de infecao e distribuigao geografica’.

Mais recentemente, o sistema genotipico tem agrupado as
leptospiras em 20 espécies, definidas com base na hibridizacao DNA-
DNAS. Além desta, outras técnicas de biologia molecular tém sido
aplicadas para a classificagao genética e identificagao de sorovares
de leptospira, entre elas: hibridizagio DNA-rRNA, restriction
endonuclease analysis (REA), randomly amplified polymorphic DNA
Fingerprint (RAPD), arbitrarily primed PCR (AP-PCR)'. Dentre
as metodologias de tipagem molecular, a técnica de pulsed field gel
electrophoresis (PFGE) é uma ferramenta epidemioldgica considerada
padrao ouro®'*5, pois permite comparar cepas bacterianas isoladas
de um mesmo surto e de surtos ocorridos em diferentes regioes
geograficas'®.

A diversidade apresentada pelos varios sorovares demonstra a
necessidade de uma correta identificacio destas amostras, uma vez
que os microrganismos do género Leptospira apresentam importante
participagao no cendrio de infec¢des humanas e animais. Diante
disso, o objetivo deste trabalho foi padronizar a técnica de PEGE
para Leptospira sp no Laboratério de Referéncia Nacional para
Leptospirose (LRNL)/Centro Colaborador da Organizagio Mundial

de Satde para Leptospirose (CC/OMS); a fim de caracterizar
genotipicamente as cepas de referéncia utilizadas para a realizagao
do diagndstico soroldgico pela técnica de MAT, iniciando a criagao
de um banco de perfis gendmicos para auxiliar na futura identificagao
de isolados clinicos.

METODOS

Foram analisadas dezenove cepas de Leptospira sp que compoem
o painel de antigenos de referéncia recomendado pela Organizagao
Mundial de Sadde (OMS) para o diagnéstico sorolégico da
leptospirose, pela técnica de MAT' . As cepas (Figura 1) foram
originalmente fornecidas pelo Centro de Referéncia Mundial da
OMS/FAQ/OIE e Centro de Referéncia Nacional do Instituto de
Medicina Tropical da Holanda, e correspondem a uma fracio da
Colecio de Culturas do LRNL-CC/OMS, localizado no Instituto
Oswaldo Cruz (Fundagio Oswaldo Cruz), Rio de Janeiro, Brasil.

O protocolo padronizado pelo grupo teve como base as
metodologias descritas por Taylor e cols'” e Naigowit cols'®*resultando
em um prazo de cinco dias para a execugao da técnica®.

Os moldes de DNA bacteriano, a serem analisados, foram
preparados a partir de 10ml de culturas de Leptospira em meio
liquido EMJH (DIFCO). A cultura foi centrifugada por 20 minutos
a 16.000X g numa temperatura entre 4 e 8°C e o sedimento foi
ressuspenso em solucdo salina estéril a fim de medir sua densidade
optica (DO), em espectrofotdmetro (650nm), sendo definidaa DO
de Leptospira entre 0,25 e 0,35nm, como a ideal para a realizagao
do PFGE. A suspensio foi centrifugada por 2 minutos a 16.000X
g e o sedimento foi ressuspenso em tampao PIV (Tris HCI 0,01M;

Espécie Sorogrupo Sorovar Cepa

L. interrogans Icterohaenorrhagiae Icterohaenorrhagiae RGA : - . 3 9"

L. interrogans Icterohaenorrhagiae ~ Copenhageni M20 : . 8 1 o

L. interrogans Canicola Canicola Hound Utrecht IV " ' ~
L. kirschneri Grippotyphosa Grippotyphosa Moskva V ' i TET

L. interrogans pomona Pomona Pomona . ' )

L. interrogans Australis Australis Ballico s . u ¥

L. santarosai Bataviae Bataviae Swart . "-
L. borgpetersenii Ballum Castellonis Castellon 3 . . - IR 1
L. kirschneri Cynopteri Cynopteri 3522C . - '

L. borgpetersenii Javanica Javanica Veldrat Batavia 46 ) m
L. noguchii Panama Panama CZ214K LRI T

L. interrogans Pyrogenes Pyrogenes Salinem 3 _' !
L. interrogans Sejroe Hardjo Hardjoprajitno > - 1 e

L. borgpetersenii Sejroe Sejroe M4 N E B F T

L. borgpetersenii Tarassovi Tarassovi Perepelitsin P i I Bl
L. interrogans Autumnalis Autumnalis Akiyami A _

L. interrogans Hebdomadis Hebdomadis Hebdomadis “ i
L. biflexa Semaranga Patoc Patoc 1 R ~
L. interrogans Sejroe Wolffi 3705 . . m .

FIGURA 1 - Perfil dos sorovares de Leptospira spp com enzima de restri¢ao Notl.
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NaCl 1M) adicionado de um igual volume de agarose de baixo ponto
de fusao a 1,5% (agarose low melting point, SIGMA) para preparagio
dos moldes.

Depois de solidificados (+ 4°C por 15 min), os moldes foram
incubados em solugio tampao EC (Tris HCl 1M; NaCl 2M; EDTA
tetrassddico 1M; desoxicolato de s6dio 2%; sarcosil 5% ) com lisozima
(Img/ml) e RNAse A (10pg/ml) a 37°C por 18 horas, a fim de lisar
as células bacterianas. As proteinas liberadas com a lise celular foram
removidas pela incubago com solugio tampao ES (EDTA tetrassédico
1M, pH 8,0; sarcosil 5%) contendo proteinase K (1mg/ml) a S1°C por
24 horas. Antes da digestao com a enzima de restri¢ao, os moldes de
agarose foram submetidos a 8 lavagens com tampao TE (Tris HCI 1M;
EDTA dissédico 0,5M) pH 7,5 em temperatura ambiente, por 1 hora
cadauma, seguido de incubagao com 25U da enzima de restri¢ao Notl,
segundo recomendagdes do fabricante. A separagao dos fragmentos
de DNA do cromossoma bacteriano clivado pela enzima de restrigao
foi feita através do sistema de CHEF-DR III (Bio-Rad Laboratories,
USA) em gel de agarose a 1,3% através de uma corrida de 22 horas
com tempos de pulso inicial de 5,5 segundos e final de 63,5 segundos,
voltagem de 6Vem™! com recirculagio de tampao TBE 0,5X (Tris
HC10,89M; acido bérico 0,89M; EDTA dissédico 0,5M) contendo
100pmol/L de tiuréia a temperatura de 14°C e angulo fixo de 120°.
Foi utilizado o marcador de tamanho molecular como padrao Pulse
Marker 0,5-1.000 Kb (SIGMA).

O gel foi corado com solugio de brometo de etidio a 0,5mg/mL
por 60 minutos, descorado em dgua por 120 minutos e, em seguida,
observado em transiluminador de UV e fotografado.

A anilise do polimorfismo genético das cepas de Leptospira sp
foi realizada visualmente a partir dos padrdes de bandas produzidos
por PEGE, apés digestio do DNA com a endonuclease de restri¢do
Notl, seguindo os critérios de Tenover cols's.

RESULTADOS

A Figura 1 mostra os géis representativos dos perfis de PEGE
obtidos, com a respectiva identificacio das cepas em nivel de
espécie, sorogrupo e sorovar. Todos os sorovares apresentaram perfis
unicos e caracteristicos, com diferentes quantidades de fragmentos
de restricao (8 a 16) e tamanhos moleculares dos mesmos (50-
1.000Kb); exceto os sorovares Icterohaemorrhagiae e Copenhageni,
cujos perfis apresentam-se idénticos com o mesmo nimero e
tamanho de bandas.

DISCUSSAO

O método de PFGE foi padronizado no LRNL-CC/OMS para
a caracterizagdo do painel de antigenos de leptospira usado como
referéncia para o exame soroldgico de microaglutinagio (MAT),
considerado padrao-ouro para o diagndstico da leptospirose. O
painel é formado pelas cepas de referéncia dos sorovares mais
representativos do ponto de vista clinico e, por isso, é distribuido
pelo LRNL-CC/OMS paraarede nacional de Laboratérios Centrais
(LACENS) que realizam o diagnéstico da leptospirose.

A escolha do PFGE como técnica de identificacio de leptospiras'
leva em consideracao que, para que possam ser feitos estudos
epidemioldgicos da leptospirose, faz-se necessdria a classificagao
tenotipica dessas bactérias isoladas. Uma técnica opcional seria
a realizagao do CAAT; contudo, como referenciado por alguns

2415 a2 mesma ¢ considerada laboriosa. A identificacao de

sorovares desconhecidos consome tempo, 0 que pode levar em torno
de até dois meses. Tempo extremamente prolongado para responder
as questdes epidemioldgicas relacionadas a surtos'. J4 a utilizagdo
do método de PFGE oferece como vantagens o fornecimento de
uma resposta relativamente répida (em torno de uma semana) para

autores

identificagao de sorovares, além de ser de ficil interpretagao®.

O protocolo padronizado por nosso grupo resultou em um
prazo de cinco dias para a execugdo da técnica. Galloway & Levett'
propuseram uma alternativa que visava minimizar o tempo de
desenvolvimento do PFGE, acrescentando SDS (dodecil sulfato de
s6dio) e proteinase K no préprio molde de agarose. O protocolo
resultou em uma consideravel economia de tempo total na execucio da
técnica de cinco para dois dias. No entanto, quando testada no nosso
laboratério, esta metodologia nao se mostrou satisfatoria por nao
resultar em uma boa resolugao, provavelmente devido a degradagao
do DNA. Para superar este tipo de dificuldade, no nosso protocolo, o
tampao de corrida foi acrescido de 100pmol/L de tiuréia, resultando
na minimizagao da degradagiao do DNA e consequente melhoria na
resolugao do gel, facilitando a visualizagao das bandas'’.

Taylor cols'” utilizaram o PFGE para estudar o genoma de
espécies de Leptospira, caracterizando o tamanho e estrutura do
genoma de Leptospira interrogans e Leptospira biflexa (espécies,
respectivamente, patogénica e saprofitica) e, utilizando um total de
dez diferentes enzimas de restricdo, entre elas Notl, Smal, Apal e
SacTl, observaram diferengas na migragao dos fragmentos de DNA
digerido entre as duas espécies. Outro estudo utilizando diferentes
enzimas de restricio (NotI e SgrAl) compara as técnicas de MAT e
PFGE paraidentificagdo de 72 sorovares de referéncia de leptospiras
do National Reference Center Collection (Paris, Franga) e mostra que
a enzima Notl permitiu a identificagio de 64 sorovares, sendo os
demais diferenciados pela enzima SgrAI".

Em nosso estudo, na busca pelo perfil molecular ideal de anilise,
também empregamos diferentes enzimas de restri¢ao, algumas
utilizadas em publica¢des anteriores e outras nao relatadas, dentre as
quais: Notl, Smal, Haelll, HindIIl, Spel, EcoRI, BglIL. Observamos que
as enzimas empregadas reconhecem iniimeros sitios de restri¢ao no
genoma da leptospira, resultado ocasionalmente em perfis genéticos
indistinguiveis (dados nio mostrados). J4 a enzima Not] clivou o DNA
das cepas de referéncia gerando fragmentos com padroes de migragao
distintos e perfis que podem ser padronizados para as dezenove cepas
de referéncia utilizadas. A escolha desta enzima para a caracterizagao
das cepas tem como base os resultados concordantes entre o perfil
obtido com a utilizagdo da enzima e a anélise com anticorpos
monoclonais'>'**. Constatamos, com nossos resultados, que todos os
sorovares apresentaram padrdes unicos e distinguiveis entre si, exceto os
sorovares Icterohaemorrhagiae e Copenhageni. Os mesmos mostraram
perfis idénticos com o uso da enzima Notl, o que impossibilitou sua
diferenciagdo. E importante mencionar que a semelhanga entre esses
dois sorovares se expressa também na sorologia pelo MAT, utilizando-
se anticorpos policlonais, onde se observa reagao cruzada com titulos da
mesma magnitude®'?. Romero cols'® também falharam na diferenciagio
destes sorovares empregando esta mesma enzima.

A padronizagao de um banco de perfis gendmicos abrangendo
as cepas de referéncia de leptospira mostra-se como uma ferramenta
potencialmente aplicavel a identificagio, por meio de comparagio,
de cepas clinicas patogénicas recebidas e/ou isoladas pelo LRNL-
CC/OMS.
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