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RESUMO

Desenvolvimento e avaliacao de métodos baseados em PCR para diagnéstico e
tipagem molecular de cepas isoladas em epidemias urbanas de leptospirose em
Salvador-Ba. A leptospirose, uma zoonose causada por uma espiroqueta do género
Leptospira, € uma doenga presente na maioria dos paises do mundo sendo um
problema de grande impacto social no Brasil .Os objetivos deste estudo foram de
confinnar o diagnéstico dos casos com suspeita clinica de leptospirose pela
microaglutinagao e cultura, desenvolver o ensaio da polimerase em cadeia (PCR) para
o diagndstico da leptospirose, determinando a sensibilidade e especificidade desse
teste e desenvolver e aplicar métodos baseados em reacdo da polimerase em cadeia
para amplificacdo de regidoes intergénicas entre elementos repetitivos de leptospiras
para tipagem molecular de cepas isoladas em estudos epidemiologicos. A populagao do
estudo foi composta por pacientes admitidos no Hospital Couto Maia com diagnéstico
clinico de leptospirose na admissao, durante o periodo de 05/05/97 a 28/11/97. A
confirmagao diagnéstica foi realizada através da microaglutinagdo em 51,3% (83/162)
dos casos identificados. 36,4% (59/162) dos pacientes nao foram confirmados por este
teste. O isolamento de leptospiras foi realizado em 45,5% (30/66) dos pacientes
testados. Foram identificados através da hemocultura 56,7% (17/35) dos casos
confirmados pela MAT. Para a realizagdo do PCR para diagnostico foram obtidas
amostras de plasma e/ou urina de 129 pacientes. O PCR apresentou uma sensibilidade
de 44% (36/83) em amostras de urina, 21% (16/78) em plasma e de 57% (37/65)
quando foram testadas amostras pareadas de plasma e urina. No grupo de controles
negativo nao houve reagao positiva pelo PCR, representando uma especificidade de
100%. Nos pacientes nos quais foram colhidas amostras com menos de sete dias de
sintoma, a positividade do PCR foi de 42% (13/31) para amostras de urina e 30% (6/23)
para amostras de plasma. O PCR de leptospirose mostrou ndo possuir as condigoes
requeridas para sua implantagdo a nivel ambulatorial, fazendo-se necesséario o
desenvolvimento de novos testes diagndsticos. Foram tipadas pelo método de PCR 63
(71%) dos isolados de casos humanos e 35 (35%) de ratos em Salvador- Ba e os
padroes obtidos foram comparadas com o0s de cepas de referéncia. As amostras
pertencentes ao sorogrupo Icterohaemorrhagiae possuiram padrao semelhante entre si.
O método de tipagem molecular pelo PCR demonstrou ser uma técnica reprodutivel e
facil de ser realizada, funcionando como uma metodologia alternativa para tipagem de
cepas de leptospiras.

Palavras chave: Leptospirose- PCR- Diagnéstico- Tipagem
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ABSTRACT

Development and evaluation of the PCR method for the diagnosis and molecular typing
of urban epidemic leptospirosis in Salvador-Ba. Leptospirosis, a zoonose caused by the
spiroquete Leptospira, is an iliness present in many countries around the world. It's
considered a problem of great social impact in Brazil. The objectives of this study were:
(1) to confirm the diagnosis of cases with clinical suspicion of leptospirosis by the
microagglutination test and culture, (2) to develop the polimerase chain reaction (PCR)
for the diagnosis of leptospirosis, including determination of the sensitivity and specificity
of this test , (3) to develop and apply these methods based on the amplification of
intervening regions between repetitive elements of leptospira’'s genome for the
molecular typing of strains in Salvador-Ba. The population selected for the study were
patients who were to admitted to Couto Maia Hospital, clinically suspected of having
leptosnirosis in the period between 05/05/97 to 11/28/97. Diagnostic confirmation was
done by microagglutination test from 51,3%(83/162) of identified cases. 36,4% (59/162 )
of the patients were not confirmed by this test. From 45,5%(30/66) of the patients tested,
56,7% had a positive blood culture for Leptospira. Polimerase chain reaction was carried
out for 129 patients either from plasma or urine samples by using previous described
methodology of centrifugation and boiling for extraction of DNA. The PCR resulted in a
44%(36/83) sensitivity when urine samples were tested, 21% (16/78) from plasma
samples and 57% (37/95) when both plasma and urine were used. In the negative
control group there were no positives PCR reaction, showing thus a 100% sensitivity.
From patients whose samples were taken before the seventh day of symptoms, there
was a positive reaction from 42% (13/31) of urine samples and 30%(6/23) of plasma
samples. The PCR method for leptospira used in this study did not yield the necessary
results to be used in out-patient clinics, showing a need for the development of new
diagnostic tests. Molecular typing of isolates were also done by PCR methodology.
Sixty-three human isolates and 35 rat isolates studied from Salvador Ba were also
processed comparing the isolates to reference isolates using the PCR method described
above. All the samples typed as Icterohaemorrhagiae seragroup had a similar band
pattern. The PCR molecular typing method used Is a reptoductible and easy to use
technic, and can be used as an alternative methodology for the typing of leptopira
strains.
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1 INTRODUGAO

As Leptospiras sao espiroquetas aerdbias obrigatérias, helicoidais, flexiveis e
moéveis, medindo usualmente de 6 a 20um de comprimento e cerca de 0,1um de
diametro (VERONESI et al., 1996). Apresentam as extremidades dobradas ou em forma
de gancho. Sao visiveis a microscopia optica com campo claro quando coradas, porém
sao facilmente visualizadas em microscopia de campo escuro ou de contraste de fase.
As leptospiras sao cultivadas em meios contendo soro de coelhos ou albumina e acidos
graxos. Crescem bem a um pH entre 6,8-7,4 e em temperaturas entre 28-30°C,
necessitando de um periodo de incubagdo de até seis semanas (FAINE, 1993; FARR,
1995).

Devido a grande diversidade antigénica das leptospiras, acima de 250 sorovares
ja foram identificados e divididos em mais de 23 sorogrupos baseados na similaridade
antigénica apresentada por esses sorovares, reveladas por provas de aglutinagao
cruzada com anti-soros produzidos em coelhos contra cada sorovar (KMETY &
DIKKEN, 1993). A classificagdo taxondOmica atual divide o género Leptospira em
espécies através do uso de técnicas moleculares de hibridizagdo de DNA, sendo dessa
forma identificadas oito espécies patogénicas: L.interrogans, L.borgpetersenii, L.weilii,
L. noguchii, L.santarosai, L inadai, L.kirschneri e a recém identificada L.fainei
(PEROLAT et al.,, 1998) e trés nao patogénicas, L.biflexa, L.wolbachii, L.meyeri
(RAMADAS et al., 1992; YASUDA et al., 1987).

Um largo espectro de animais servem como reservatérios, sendo portadores da
bactéria nos rins e excretando-a na urina. Dentre os reservatérios mais conhecidos

destacam-se caninos, bovinos, suinos, roedores silvestres, marsupiais em meio rural e
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o rato doméstico (Rattus rattus, R. novergicus) no meio urbano (FARR,1995). A
infecgcado humana resulta do contato com urina ou tecidos de animais infectados ou
através do contato com agua ou ambiente contendo leptospiras, existindo uma forte
associacao da infeccao com as condi¢gdes ambientais, como o0 saneamento basico
precario, coleta de lixo deficiente e uma elevada precipitagao piuviométrica (CALDAS et
ai., 1979).

A leptospirose pode apresentar-se clinicamente de duas formas: anictérica ou
ictérica (FAINE, 1993). A forma anictérica apresenta-se classicamente como doencga
bifasica. Na fase septicémica os sintomas iniciam abruptamente com febre elevada,
calafrios, cefaléia intensa e mialgia (VERONESI et al., 1996). Seguindo-se a
defervescéncia da febre e dos sintomas, inicia-se a fase imune. Na fase septicémica, os
podem progredir para formas graves e potencialmente fatais da doenga como a
sindrome de Weil, apresentando disfungdo hepatica, insuficiéncia renal aguda e
hemorragia. Na leptospirose ictérica o curso bifasico nao é observado e a febre persiste
sem defervescéncia entre os dois estdgios. Essa forma severa da doenca foi
caracterizada clinicamente por Adolf Weil em 1886 que descreveu quatro casos de
homens com febre, ictericia , hemorragia e insuficiéncia renal (WEIL, 1886), sendo o
agente causador isolado em 1915 por Inada, que o denominou Spirocheta

icterohaemorrhagiae (INADA et al., 1916).
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1.1 IMPACTO DA LEPTOSPIROSE NA SAUDE PUBLICA

A leptospirose € uma doencga presente em diversos paises do mundo sendo
considerada primariamente como doenga tropical e rural (FAINE,1982; FARR,1995).
Em paises desenvolvidos a leptospirose € uma doenga rara e tem sido associada a
exposi¢éo ocupacionai (FAINE, 1993) ou a atividades recreativas. Apresenta uma taxa
de mortalidade' que varia entre 5,0 e 40% (FAINE, 1982) e embora exista uma grande
diversidade geografica das formas ciinicas, de uma maneira geral, elas tém um forte
impacto social.

Diferente do que ocorre nos paises desenvolvidos, no Brasil a leptospirose é
uma doenga urbana, com epidemias anuais, constituindo-se em uma importante causa
de morbidade. Foram descritas grandes epidemias urbanas, que ocorreram em
periodos de chuvas fortes, como no Rio de Janeiro, onde nos meses de fevereiro a abril
de 1988 foram registrados 1.117 casos de internagdes devido a leptospirose (RIOS
GONCALVES, 1990). Em Recife foi descrito um surto epidémico de leptospirose em
1966 apos fortes chuvas e enchentes ocorridas naquela cidade, com 508 casos
suspeitos de leptospirose, sendo que 35,5% tiveram confirmagdo laboratorial para a
doenca (AZEVEDO & CORREIA, 1968).

Em Salvador- Bahia, durante os meses de maio e junho de 1978 foram
investigados 141 pacientes com suspeita clinica para leptospirose, tendo sido
confirmados 76,6% desses casos. Essa epidemia ocorreu apds periodo de fortes
chuvas com um indice de precipitagao pluviométrica de 819,6 mm nos dois meses do

estudo (CALDAS et al., 1979). A observagao de que as elevadas precipitagoes
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pluviométricas, associadas a deficiente rede pluvial, em diversos bairros da cidade de
Salvador, concorriam para a difusdo da leptospirose j& havia sido feita pelo autor e
colaboradores desde 1975 (CALDAS et al., 1977).

No ano de 1996, em Salvador- Bahia, foram identificados 326 casos de
leptospirose. A taxa de letalidade entre os casos hospitalizados foi de 15% sendo que
56% das mortes ocorreram nas primeiras 48 horas da admisséo hospitalar (KO et al.,
1999). Nos Ultimos trés anos de vigilancia foram identificados 1123 casos durante as
epidemias associadas a chuvas e 23% desses casos foram hospitalizados com
complicagoes graves, necessitando de apoio terapéutico como didlises, o que

representa um custo significativo para o setor publico.

1.2 DIAGNOSTICO CLINICO E LABORATORIAL

O diagnéstico clinico da leptospirose na fase inicial da doenga é dificultado pelo
largo espectro de sintomas inespecificos apresentados como febre, cefaléia, mialgias
(FAINE et al., 1996; FARR, 1995), sendo por este motivo freqlientemente confundida
com outras doengas febris como dengue, maléria, febre tiféide e hepatite viral. Em 1995
um surto de leptospirose ocorrido na Nicaragua, apresentando casos com hemorragia
pulmecnar grave, teve o seu diagnéstico dificultado por ter sido confundida Inicialmente
com dengue (ZAK! & SHIEH, 1995). Problema semelhante aconteceu em Salvador-
Bahia, quando em um estudo sobre leptospirose epidémica nesta cidade, foi

demonstrado que mais de 50% dos pacientes procuraram atendimento nos primeiros
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trés dias de sintomas e 57% dos pacientes entrevistados tiveram um diagndstico prévio
de dengue (KO et al., 1999).

HA um consenso de que existe um maior beneficio terapéutico reduzindo as
complicagdes quando o tratamento € administrado nos primeiros dois a trés dias da
doencga (FAINE et al., 1982; FARR, 1995). McCLAIN et al., 1984 estudaram a eficacia
da terapia antimicrobiana em pacientes com leptospirose e demonstraram que a
doxiciclina administrada nos trés primeiros dias da doenga diminuiu a duragédo dos
sintomas e a gravidade das manifestagcoes clinicas. Dessa forma, a identificacao
precoce da leptospirose com confirmagéo diagnostica sdo importantes para que o
tratamento com antibiéticos seja iniciado a tempo para prevenir 0 desenvolvimento de
complicagbes graves da doenga.

Para a intervengdo do tratamento sdo necessarios testes diagnésticos que
detectem a leptospirose precocemente. Os métodos padroes para o diagnostico da
leptospirose, que sdo a microaglutinagéo (MAT) e a cultura, sdo técnicas demoradas,
laboriosas e de dificil execugdo. A microaglutinagdo baseia-se na demonstragao de
anticorpos especificos no soro que aglutina leptospiras de uma bateria de mais de 20
cepas de referéncia. Essas cepas sd0 mantidas através de passagens em meios de
cultura e o teste envolve diversas leituras de aglutinacdo em microscopio de campo
escuro para cada soro testado. Em humanos, anticorpos anti-leptospiras tornam-se
detectaveis na microaglutinagéo por volta do sétimo dia da doenga (FAINE,1982). Além
disso, uma segunda amostra de soro, durante a fase convalescente, é necesséria para
demonstrar a soroconversao pelo aumento dos titulos de anticorpos, o que implica no
retorno do paciente para nova coleta, sendo uma importante limitagado para conclusao

do diagndstico.



18

O diagnostico da leptospirose através do isolamento de leptospiras € um método
que possui dificuldades técnicas para sua realizagdo. O isolamento da bactéria do
sangue e possivel na fase inicial septicémica da doenga e o isolamento a partir da urina
é tecnicamente limitado pela presenga de contaminantes que inibem o crescimento de
leptospiras. A técnica de cultivo de Leptospira € laboriosa e demorada, pois requer
periodos de incubacao de até seis semanas. Devido a baixa sensibilidade, em torno de
50%, os paciéntes ndo sdo diagnosticados no periodo inicial da doenga e nao séao
tratados adequadamente. Embora o isolamento de leptospiras apresente dificuldades e
nao atenda a tempo as necessidades de diagnostico, ela é fundamental para a
identificagdo do agente etioldgico.

Diversas técnicas sorolégicas de triagem foram desenvolvidas para o diagnostico
da leptospirose como a Macroaglutinagdo (FAINE et al., 1982; Ministério da
Saude, 1995; BRANDAO et al., 1998), DOT- ELISA (PAPAS, 1985; RIBEIRO, 1995);
ELISA- IgM (TERPSTRA et al., 1985; WINSLOW et al., 1997) Imunofiuorescéncia
(APPASSAKIJ et al., 1995) e recentemente , o LEPTO dipstick (GUSSENHOVER et al.,
1997; SEHGAL et al., 1999; YERSIN et al., 1999; SMITS et al., 1999). Apesar de alguns
desses testes terem apresentado uma sensibilidade em torno de 60-85% e uma
especificidade acima de 90%, os mesmos detectam anticorpos que reconhecem
primariamente componentes carboidratos de leptospiras, que tém uma resposta € uma
baixa sensibilidade na fase aguda da infecgdo, com menos de sete dias de sintomas.
Esses testes de triagem foram avaliados em um ndmero limitado de pacientes de
diferentes situagoes epidemiolégicas. O LEPTO dipstick foi validado testando-se 867
soros de pacientes confirmados para leptospirose e controles, apresentando uma

sensibilidade de 78,7% e especificidade de 88,3% (SEHGAL et al., 1999). Outro estudo
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de validagdo do LEPTO dipstick foi realizado por SMITS e colaboradores (1999),
envolvendo 2057 pacientes com suspeita de leptospirose de 12 paises diferentes. A
sensibilidade do ensalo foi de 60,1% em soros agudos e 84,7% para amostras de fase
convalescente. Desta forma, a MAT continua sendo o teste de escolha para
identifica¢ao sorolégica de sorogrupos de leptospiras nos estudos populacionais.

Dentre as técnicas recém desenvolvidas, o ensaio da polimerase em cadeia
(PCR) tem pérticular interesse por nao necessitar de resposta de anticorpo do
hospedeiro, que € variavel durante a fase inicial da infecgao. O PCR tém sido aplicado
para detecgdo de diversos microorganismos, como por exemplo infecgbes por
Mycobacterium leprae (DE WIT et al., 1990), Mycobacterium tuberculosis (WOODS &
COLE, 1989), Treponema pallidum (HAY et al., 1990), Borrelia burgdorferi (ROSA &
SCHWANN, 1989) e para o diagnéstico da leptospirose em animais (MASRI et al,,
1997; BOLIN, 1996) e humanos (MERIEN et al., 1995; GRAVEKAMP et al., 1993).
Entretanto até o presente momento o teste de PCR para leptospirose nao foi validado
em estudos populacionais exceto no trabalho descrito por MERIEN e colaboradores
(1995) que testou 115 amostras clinicas e mostrou que o PCR foi positivo em 48%
(43/89) das amostras de soro, e em 25% (5/20) amostras de urina, 0 que representa
uma baixa positividade em se tratando de um teste sensivel como o PCR. Outro estudo
foi realizado por BAL e colaboradores na Holanda, quando avaliaram 29 pacientes
soropositivos para leptospirose e 30 amostras de controles negativos representados por
voluntarios sadios e pacientes com outras infecgdes. Nesse estudo foram encontradas
26 amostras positivas (90%) pelo PCR das 29 amostras testadas (BAL et al., 1994).

O PCR é um teste capaz de detectar pequeno nimero do microrganismo, até

uma leptospira, através de uma etapa adicional de hibridizagdo dos produtos
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amplificados com sondas especificas como descrito por MERIEN e colaboradores,
(1995), mas a sua aplicagdo na identificacao precoce da leptospirose, em pacientes em
nivel ambulatorial precisa ser analisada. A necessidade do uso de reagentes
importados para realizagdo desses testes e conseqlente aumento do custo das
reagdes, dificulta a implantacdo e manutencéo do sistema de diagndstico, como por
exemplo no setor pablico.

No preéente estudo, o PCR foi utilizado para andlise de amostras de pacientes
com diagnostico clinico inicial de leptospirose para avaliar a deteccao do DNA de
leptospiras na fase inicial da doencga, objetivando um diagnéstico rapido e efetivo da
leptospirose pelo PCR. Para atingir esse objetivo foi desenvolvido um sistema simples
para extracdo de DNA das amostras clinicas de plasma e urina, baseada em um
método de centrifugacdo e fervura para liberagdo do DNA dessas amostras

imediatamente apés a coleta.
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1.3 CARACTERIZACAO DAS CEPAS DE LEPTOSPIRA NOS ESTUDOS

EPIDEMIOLOGICOS

A caracterizagdo das cepas de Leptospira & importante para a vigilAncia
epidemioldgica na detecgdo de fontes potenciais de infecgao e reservatorios. Diferentes
sorovares de leptospiras sdo mais prevalentes em determinadas regides e séo
mantidos em hospédeiros animais 0s quais servem como reservatorios da infecgao, a
exemplo do sorovar icterohaemorrhagiae que esta associado a infecgdes cuja fonte de
contaminagao é o rato doméstico (SONGER,1983), assim como o sorovar pomona esta
relacionado com infecgdes em suinos (BOLIN, 1996) e o canicola com caes.
Recentemente, os sorovares grippotyphosa e pomona foram identificados como
causadores de leptospirose canina nos Estados Unidos (BOLIN, 1996). A emergéncia
desses sorovares tém importancia para a transmissao da doenga devido ao contato de
caes >om suinos, aumentando o risco da exposi¢ao desses animais para leptospiras.
No Brasil, estudos tém demonstrado a presenga de diferentes sorovares em animais
domésticos e selvagens (CORDEIRO & SULZER, 1981; CORDEIRO et al., 1983)
porém, a freqliéncia com que estes sorovares causam infecgdo humana e os fatores
envolvidos na transmissao foram pouco estudados. Como a infecgdo humana se da
pelo contato direto com a urina ou com ambiente contaminado pela urina desses
reservatorios, o resultado da sorotipagem pode indicar qual o reservatério responsavel
pela transmissao, indicando as fontes potenciais de infeccao, fornecendo informagoes
importantes para definigdo de agdes de controle para prevencdo da transmissao da

doenga.
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As manifestagdes clinicas da doenga estdo também associadas com o0s
diferentes sorovares de Leptospira, estando o sorovar icterohaemorrhagiae associado
as formas graves da leptospirose (FAINE,1982), assim como o sorovar /ai foi isolado em
uma epidemia na Coréia estando associado com a forma pulmonar hemorragica, que é
a manifestagao clinica mais frequente da leptospirose naquele pais (PARK et al., 1989).
BERMAN e cols. (1973) em estudo no sul do Vietna, demonstraram que 0s sorovares
hebdomadis e autumnalis estavam associados com as formas anictéricas da
leptospirose assim como com as formas benignas da infecgao.

As leptospiras sao caracterizadas em sorotipos ou sorovares com base nas suas
caracteristicas antigénicas. Dois ou mais sorotipos antigenicamente relacionados
formam um sorogrupo. O método para identificagao dos sorogupos de leptospiras que
envolve a utilizagao de anti-soros especificos produzidos em coelhos, tém identificado
mais de 200 sorovares patogénicos que estao divididos em 23 sorogrupos (KMETY &
DIKKEN,1993). A sorotipagem das leptospiras é feita pelo método da microaglutinagéo
baseada na absor¢do de aglutininas. Um sistema alternativo de sorotipagem com a
utilizacdo de anticorpos monoclonals tém sido desenvolvida para determinagao e
localizagdo de determinantes antigénicos (LEITE et al., 1996). Esses métodos
sorologicos para tipagem de Leptospira sao demorados, de dificil realizagdo e
interpretacao e tém um custo elevado além da limitagdo de serem realizados apenas
em centros de referéncia nacionais ou internacionais.

Recentemente, tem sido desenvolvidos métodos de genotipagem para diferentes
géneros de bactérias, inclusive para leptospiras, baseados na sequéncia de DNA.
Devido a variedade genética das leptospiras, diversas técnicas de biologia molecular

foram desenvolvidas como sistema adicionai de tipagem para estudos taxondmicos
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(PEROLAT et al., 1994; YASUDA et al, 1987). Os sorovares podem ser identificados
através da metodologia de digestdo do DNA cromossomal, utilizando enzimas de
restricdo e andlise subsequente através de eletroforese em gel de agarose
(THIERMANN et al., 1985) ou através de eletroforese de campo pulsado (PFGE)
(HERRMANN et al., 1992; PEROLAT et al, 1992). Estes testes baseados na
determinacdo de similaridade genética entre as cepas possuem elevado poder
discriminatério; porém nao foram validados em estudos populacionais, exigem
equipamentos sofisticados para sua aplicagdo, além de serem demorados e caros,
razao pela qual torna-se necessario o desenvolvimento e validagao de um teste simples
capaz de diferenciar cepas de leptospiras em estudos epidemiolégicos.

A amplificagdo de sequéncias de DNA polimérfico é um método alternativo para
caracterizagao genética de microorganismos, existindo diversas variagoes desta
técnica. A caracterizagao de leptospiras através de ensaios de PCR pode ser feita mais
rapidamente e com menor custo do que o PFGE. Foram desenvolvidos e aplicados
varios métodos de tipagem que tem como base a rea¢do de PCR como a amplificacao
que utiliza primers anicos randémicos (RAPD) ou AP- PCR (WEISH & McCLELLAND,
1990; PEROLAT et al., 1994) e PCR de baixa estringéncia (LS- PCR). Esses métodos
baseiam-se na liga¢gdo dos primers ao DNA em baixas temperaturas permitindo a
ligagdo inespecificas dos mesmos ao DNA alvo, resultando em uma grande
variabilidade dos padrdes fingerprinting. A utilizagao de baixas temperaturas aumenta o
poder discriminatério entre as cepas, por outro lado também aumenta a variabilidade
desses padroes entre os experimentos, determinando uma baixa reprodutibilidade do
teste. Outro método é do PCR apds digestao do DNA gendmico com endonucleases de

restricdo e andlise do polimorfismo através de eletroforese. Esse método tem sido
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utllizado para diferentes microorganismos como Staphylococcus aureus (GOH et al.,
1992), micobactérias (TELENTI et al., 1993) e para leptospiras (BROWN & LEVETT,
1997). Esses métodos apesar de simples e rapidos nao sao reprodutiveis e nao sédo
capazes diferenciar os sorovares de leptospiras.

Recentemente foram desenvolvidos ensaios de PCR baseados na amplificagao
de fragmentos de DNA gendmico, localizados entre sequéncias repetidas e altamente
conservadas de DNA denominadas seqléncias de inser¢dao. ZUERNER et al.,, 1995
identificaram e caracterizaram sequéncias 1S1533 em L. borgpetersenii, verificando que
as mesmas estavam presentes em multiplas copias no genoma de Leptospira.
Posteriormente, um ensaio de PCR baseado nessas sequéncias foi adaptado para
identificar cepas de L. interrogans (sensu lato). Outro elemento repetitivo foi identificado
por BOURSAUX-EUDE et al.,, 1995 e foi denominado de 1S1500. Esses elementos
também foram utilizados como base para o desenvolvimento de ensaios de PCR para
analisar cepas de Leptospira (ZUERNER & BOLIN, 1997). Essas técnicas utilizam
primers complementares e inversos para seqiiéncias repetidas de DNA. A amplificagéo
ocorre nas regibes do genoma entre essas sequéncias, determinando diferentes
padroes dos produtos amplificados. A vantagem deste método sobre os demais testes
baseados no PCR refere-se a reprodutibilidade devido ao uso de temperaturas de
hibridizagdo mais elevadas que melhoram a especificidade dos primers para o DNA
alvo. A principal limitagdo é que para realizagdo do mesmo sdo utilizados DNA
purificado de leptospiras, exigindo para tanto 0 uso de grande quantidade de amostras
para o ensaio, assim como a necessidade de véarias etapas para o processamento das

mesmas, 0 que representa um aumento do tempo e do custo desse método.
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Conforme relatado na literatura, a técnica de PCR tem sido utilizada para
diagnostico de leptospirose e para fins de tipagem molecular, funcionando assim, como
um sistema alternativo para caracterizagao de cepas de Leptospira. Esta caracterizagao
é importante para a identificagdo de fontes de infeccao de leptospiras e definicdo de
acao de saude necessaria para o controle da leptospirose. Nesse estudo, o PCR foi
utilizado para caracterizagdo de cepas de leptospiras isoladas de estudos
epidemiolégicos. Foi desenvolvido um sistema simples para extracao de DNA

objetivando a redugao do tempo de realizagdo do método assim como o seu custo.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

O objetivo geral do estudo foi desenvolver e aplicar o método baseado na reacgéo
da poumerase em cadeia no diagnostico de leptospirose em pacientes com suspeita de
leptospirose em Salvador no Estado da Bahia e tipagem molecular de cepas de

Leptospira visando a sua utilizagao nas investigacoes epidemioldgicas.

2.2 ESPECIFICOS

1. Confirmar o diagnéstico dos casos com suspeita clinica de leptospirose admitidos no

Hospital Couto Maia pelos testes padrdes como microaglutinagéo e cultura.

2. Avaliar o PCR como teste diagnéstico da leptospirose determinando a sensibilidade

e especificidade desse teste em populag¢des definidas de pacientes e controles.

3. Desenvolver e aplicar metodologia baseada no PCR para amplificacdo de regioes
intergénicas entre elementos repetitivos presentes no DNA de leptospiras para

tipagem molecular de cepas isoladas nesse estudo.
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3 JUSTIFICATIVAS E RELEVANCIA

A leptospirose é uma zoonose bacteriana transmitida ao homem através do
contato com a urina de animais infectados. E uma doenga de forte impacto social
responsavel por uma alta taxa de mortalidade que varia entre 5 a 40% (FAINE,1982).
No Brasil grandes epidemias urbanas tém sido descritas no Rio de Janeiro (RIOS
GONCALVES et al., 1990), Recife (AZEVEDO & CORREIA, 1968) e em Salvador
(CALDAS et al., 1977; CALDAS, et al., 1979). Elas geralmente ocorrem em épocas de
alta precipitagdo pluviométrica. Em Salvador, durante epidemia de leptospirose em
1996, foram identificados casos com a forma ictérica grave e uma taxa de letalidade
acima de 15% em pacientes hospitalizados (KO et al., 1999).

O desenvolvimento de manifestagbes graves durante o curso da doenga pode
ser prevenida através da administragdo de antibiéticos nos primeiros dois a trés dias da
doenca (McCLAIN et al., 1984). A leptospirose tem um ampio espectro de
manifestagdes clinicas e os sintomas iniciais da infecgdo ndo sdo especificos podendo
ser confundida com outras doencas febris (FAINE, 1982; FARR, 1995). Em Salvador,
durante a epidemia de 1996, acima de 40% dos pacientes receberam o diagndstico de
dengue varios dias antes de sua hospitalizagao por leptospirose (KO et al., 1999). Na
fase tardia, com o aparecimento da ictericia, insuficiéncia renal e/ou envolvimento
pulmonar, é clinicamente mais caracteristica de leptospirose, embora a sindrome
pulmonar tivesse sido interpretada como dengue hemorragica em epidemia na

Nicaragua (ZAKI, 1995).
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O diagnéstico laboratorial € necessario para a confirmagao da leptospirose
embora a identificagdo da doenga na primeira fase seja dificil. Os testes padrdes para
diagnédstico, que sao cultura e microaglutinagdo nao ajudam a detecgao precoce da
leptospirose. A sorologia pelo teste de microaglutinagdo € um método laborioso e
necessita de soros pareados, da fase aguda e convalescente, para mostrar a evolugao
dos titulos de anticorpos. A cultura requer tempos de incubagao de até seis semanas
além de apreéentar uma sensibilidade baixa, em torno de 50%. Estes testes sdo
realizados apenas em laboratorios de referéncia, € no Brasil faltam servicos de
vigilancia epidemiolégica e laboratorios com infra-estrutura para realizagéo dos testes
de confirmagao da leptospirose.

Os dados anteriores apontam para necessidade de desenvolvimento de técnicas
que detectem precocemente a infecgdo e que sejam de facil realizagdo e baixo custo.
Recentemente, tém-se usado o ensaio da polimerase em cadeia (PCR) na detecgéao de
DNA de leptospiras (MERIEN et al., 1992), porém estes testes precisam ser validados
em estudos populacionais, em diferentes situagdes epidemiolégicas. Comparado com
outros métodos diagnosticos, o PCR oferece vantagens na rapidez e na detecgéao de
pequeno numero de organismos. O desafio é fazer do PCR um método que possa ser
aplicado e acessivel em postos de saude, clinicas particulares para que o paciente seja
tratado em tempo adequado.

A tipagem de cepas de leptospiras é importante para a vigilancia epidemioldgica
e saude publica. A tipagem pode ser utilizada na identificagdo de fontes de infec¢éo
porque sorovares de leptospiras sdo associados com reservatdrios animais. Outra
aplicagao da tipagem é para identificar pacientes infectados com a mesma cepa e

portanto locais comuns de transmissdo. Os métodcs de sorotipagem de isolados de
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leptospiras necessitam de reagentes que nao sao disponiveis na maioria dos centros de
referéncia. A sorotipagem é um processo laborioso que envolve o uso de reagbes de
aglutinagcdo cruzada e de absorgao apenas sé&o realizados em laboratérios de
referéncia. O PCR tem sido desenvolvido como sistema alternativo para tipagem
molecular de leptospiras em estudos populacionais com vantagens sobre as técnicas
sorologicas convencionais. O método descrito neste trabalho utilizou-se da estratégia
de amplificagéo das regides do genoma entre sequéncias de insergao repetidas
(elementos 1S) tornando possivel identificar polimorfismos pelos produtos amplificados
e correlaciona-los com sorovares de referéncia de leptospiras. Esta estratégia baseada
em elementos IS foi utilizada para tipar varios agentes responsaveis por doengas
infecciosas, como Mycobacterium tuberculosis, (PLIKATIS et al., 1993) através dos
elementos IS 891 que também detectou uma grande variedade de isolados deste
microorganismos.

Os objetivos neste estudo foram de validar 0 ensaio da polimerase em cadeia
(PCR) para o diagnostico da leptospirose na fase inicial e o uso de técnicas
moleculares para caracterizar as cepas isoladas neste estudo. Para alcangar os
objetivos propostos foi realizado um estudo de corie transversal de pacientes com
suspeita clinica de leptospirose do Hospital Couto Maia que representa 95% dos casos

notificados de Salvador -Ba.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 DESENHO DO ESTUDO EPIDEMIOLOGICO

4.1.1 Local do estudo

A identificagéo, sele¢cdo e coleta dos dados clinicos e epidemioldgicos dos
pacientes forarﬁ realizadas no Hospital Couto Maia que é o Hospital Estadual de
referéncia para doencas infecciosas. E um hospital que possui 120 leitos e que recebe
pacientes com suspeita clinica de leptospirose encaminhados de outros hospitais
publicos e postos de saude de Salvador além de regides vizinhas. Mais de 90% dos
casos notificados na Secretaria de Saude do Estado da Bahia sdo provenientes do
HCMaia (SESAB, 1996). A realizagdo dos testes padrao para confirmagao diagnoéstica,
assim como o desenvolvimento de novas metodologias para caracterizagdo da
leptospirose foram realizadas no Laboratério de Patologia e Biologia Molecular (LPBM),

Centro de Pesquisas Gongalo Moniz da Fundag&o Oswaido Cruz (CPqGM- FIOCRUZ).

4.1.2 Populacdo estudada

* 4.1.2.1 Critérios de inclusao

Foram incluidos no estudo pacientes admitidos no Hospital Couto Maia com
diagnostico clinico de leptospirose na admissdo, caracterizados de acordo com os

critérios do Ministério da Saude (BRASIL , 1995) por febre, mialgia, ictericia, alteragdes
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do volume urinario, hemorragia e evidéncias laboratoriais de insuficiéncia renal e
hepatica. O periodo do estudo foi de 5 de maio a 25 de novembro de 1997, que

compreenderam os meses de alta precipitagao pluviométrica.

* 4.1.2.2 Selegdo dos pacientes e coleta de dados clinicos e epidemiolégicos

Os paciéntes admitidos no Hospital Couto Mala foram identificados nos arquivos
do Setor de Registros e do Pronto Atendimento por uma equipe de pesquisa. Apés a
identificacdo, os termos de consentimento foram obtidos dos pacientes que
preencheram os critérios de inclusdo. Informagbes sobre os dados clinicos e
epidemiolégicos foram obtidos pela entrevista do paciente ou familiares, com aplicagao
de um questionario que abordava dados demograficos, antecedentes médicos,
apresentagédo clinica e duragao de sintomas. Informacoes sobre dados laboratoriais,
complicagdes durante a hospitalizagéo, tratamento e alta foram obtidos pela revisao dos

prontudrios.

* 4.1.2.3 Coleta e processamento das amostras clinicas

Foram colhidas assepticamente amostras de 15 ml de urina e, por pungao
venosa, 12 ml de sangue dos quais de 1 a 2 gotas foram semeadas imediatamente em
quatro tubos com 5 ml de meio Ellinghausen McCullough-Jonhson- Harris ou E.M.J.H
(ELLINGHAUSEN & McCULLOUGH, 1965). Desses, 5 ml foram transferidos para tubos

com EDTA, para obtengao de plasma e o restante da amostra foi utilizada para
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obtencao de soro. Esta coleta foi realizada nas primeiras 24-48 horas de admissao no
pronto atendimento ou enfermaria.

As amostras clinicas assim como o0s meios de cultura inoculados foram
transportados para o Laboratério de Patologia e Biologia Molecular, sendo o sangue
centrifugado a 1000 rpm por 10 minutos e o soro estocado a -20°C para as andlises
sorologicas. Amostras de plasma e urina foram centrifugadas a 1000 rpm por 10
minutos e 1ml do sobrenadante foi retirado e processado imediatamente para extracio
de DNA, sendo o restante estocado a -70°C. Foram obtidas amostras de soro da fase
convalescente durante a visita ambulatorial ou durante a hospitalizagdo, apdés um
periodo de 15 dias da coleta do soro da fase aguda. Essas amostras foram estocadas a

-20°C antes de serem testadas para confirmagao sorologica da leptospirose.
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4.2 TESTES DIAGNOSTICOS PADRAO PARA A LEPTOSPIROSE

4.2.1 Diagnéstlco soroldgico — Teste de microagiutinagéo

O teste de microaglutinagao foi aplicado para a pesquisa de aglutininas anti-
leptospiras nas amostras de soro, empregando uma bateria padrao de antigenos vivos
(FAINE,1982) combosta por 26 sorovares representantes de 18 sorogupos patogénicos
e 2 nao patogénicos (Tabela 1). As culturas foram mantidas em meio E.M.J.H liquido
por repiques semanais e no momento do uso foram diluidas em salina tamponada (PBS
pH 7,2) para uma concentragdo final de 1 a 2 x10° bactérias/mL. Os soros foram
descongelados e apds centrifugagdo a 12.000 rpm por 10 minutos foram diluidos em
salina tamponada (PBS) pH 7,2 a 1/50 para um volume final de 4 ml, em seguida foram
fitrados em membrana de 0,22um de poro afim de eliminar detritos que pudessem
interferir na leitura da aglutinagao.

Uma etapa de triagem foi realizada, testando-se 50ul da diluigédo de 1/50 do soro
em PBS pH 7,2 com 50ul de cada uma das 26 cepas de referéncia de Leptospira em
placas plasticas de 96 pogos. Apds 2 horas de incubagéo a 28°C foi feita a leitura em
microscopio de campo escuro, com condensador a seco. Os soros que na triagem
mostraram uma reducéo no numero de leptospiras néo aglutinadas da ordem de 50 a
100% em relagao ao controle, foram submetidos a prova de titulagéo.

Com os soros positivos na triagem foram realizadas nove diluigbes consecutivas

(titulos de 1:100 a 1:25.600), sendo testados para a cepa aglutinada na triagem, em
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microscopio de campo escuro, para identificar o maior titulo no qual 50% das

leptospiras encontraram-se aglutinadas.

Tabela 1- Lista de cepas de referéncia utilizadas neste estudo

Espécie Sorogupo Sorovar Cepa

L. interrogans
Australis australis Ballico
Autumnalis autumnalis Akiyami A
Bataviae bataviae Van Tienen
Canicola canicola Hond Utrecht
Djasiman djasiman Djasiman
Diasiman sentot Sentot
Hebdomadis hebdomadis Hebdomadis
Icterohaemorrhagiae copenhageni M 20
Icterohaemorrhagiae icterohaemorrhagiae 3294
Icterohaemorrhagiae icterohaemorrhagiae RGA
Pomona pomona Pomona
Pyrogenes pyrogenes Salinem
Ranarum cuica RP 88
Serjoe wolffi 3705
Sejroe saxkoebing MUS 24

L. borgpetersenii Balium castellonis Castellén 3
Javanica javanica Veldrat Batavia 46
Sejroe sejroe M 84
Tarassovi tarassovi Perepelitsin

L. weilii Celledoni Celledoni Celledoni

L. noguchii Panama Panama CZ 214 K

L. Santarosai Shermani Shermani LT 821

L. kirschneri Cynopteri Cynopteri 3522 C
Grippotyphosa Grippotyphosa Moskva V

L. biflexa Andamana Andamana CH-11
Semaranga Patoc Patoc 1
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4.2.2 Diagnostico microbiologlico — hemocultura de leptospiras

O diagnéstico microbioldgico foi realizado no Laboratério de Patologia e Biologia
Molecular (LPBM), CPqGM- FIOCRUZ de acordo com metodologia padronizada
(FAINE, 1982). Amostras representadas por 1 a 2 gotas de sangue foram semeadas,
imediatamente apos a coleta, em 4 tubos contendo 5 ml de meio de Cultura E.M.J.H
(FAINE, 1982) e ipcubados entre 28 e 29,5°C ao abrigo da luz. As culturas foram
examinadas semanalmente com exames de microscopio de campo escuro, com
condensador de imersao, e o resultado foi dado como positivo quando detectada a
presenca de bactéria espiralada com morfologia caracteristica de leptospira. Um
resultcdo negativo foi definido quando uma cultura nao apresentava crescimento
caracteristico ap0s seis semanas de incubagdo. As cepas isoladas foram mantidas em
meio E.M.J.H semi-solido (0,5% de &gar) entre 28 e 29,5°C através de repiques
trimestrais. As amostras também foram estocadas a -70°C em meio EMJH contendo
50% de glicerol.

Nesse estudo, nao foram realizadas culturas de urina devido a baixa
sensibilidade dessa amostra em relagdo a de sangue e por causa da facilidade de
contaminagao da mesma, dados que foram verificados em estudo anterior no ano de

1996.
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4.2.3 Definicdo de caso

Para a definicdo de caso de leptospirose foram utilizados os testes padroes de
diagndstico que sao cultura e microaglutinagdo. Foi considerado como caso confirmado
para leptospirose quando o paciente apresentou hemocultura positiva ef/ou teste de
microaglutinagdo positivo, definido pela soroconversao entre soros pareados, com
aumento de quatro vezes entre os titulos de soros da fase aguda e da fase
convalescente ou titulo unico superior a 1:800. Os pacientes dos quais foram
analisados apenas o soro de uma das fases, aguda ou convalescente e que tiveram
titulo Unico maior ou igual a 1:200 pela microaglutinagdo foram considerados como
caso provavel. Um caso foi considerado como néo confirmado para leptospirose
quando foi analisado soro pareado do paciente € 0 mesmo nao preencheu os critérios

de caso confirmado ou provavel.

4.3 ENSAIO DA POLIMERASE EM CADEIA (PCR)

4.3.1 Definicao do limite de deteccao de leptospiras em urina e plasma

O método de centrifugagdo para extragcdo de DNA seguiu o protocolo de
MERIEN et al., (1992), que é baseado na centrifugagdo de leptospiras e liberagao de
DNA pela fervura. Para a padronizagao do método foram realizados experimentos para

avaliar a capacidade do PCR para detectar DNA de leptospiras em amostras clinicas.
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Foram adicionadas leptospiras ao plasma e urina de voluntarios sadios, em
concentragdes que variaram de 10° a 10° leptospiras/ml para determinar o limite de
detecgao do método. Para este teste foram utilizadas culturas de leptospiras do sorovar
copenhageni da cepa M20 com cinco dias de crescimento que foram examinadas,
antes do uso, em microscépio de campo escuro para verificagao de viabilidade e nivel
de contaminagédo. As culturas foram contadas em camara de Petroff Hausser e em
seguida foram dilufdas serialmente, na razédo de 1:10, em salina tamponada (PBS) pH
7.2 para obtengao de 1x10% a 1x10° leptospiras/ml em um volume final de 1 ml. Foram
retirados 100 pl das diluicbes de 1x10% a 1x10° leptospiras/ml e foram adicionados a
900 ul de plasma e urina previamente centrifugadas a 900 rpm por 10 minutos. Essas
amostras foram centrifugadas a 13,000 rpm por 15 minutos a 4°C, o sedimento foi
lavado uma vez com 1 ml de PBS pH 7,2 e resuspendido em 50 yl de agua 18 MQ
autoclavada e em seguida foi aquecido a 100°C por 10 minutos para liberagdo do DNA.
Os extratos foram centrifugados a 13,000 rpm por 10 minutos e 10 pl do sobrenadante
foi utilizado imediatamente para a reagdo de PCR. A avaliagdo da positividade foi feita
através da eletroforese em gel de agarose a 1,5% pela detecgao visual de bandas com

mobilidade predita de 331 pares de bases.
4.3.2 Primers
Foram utilizados neste estudo primers genéricos que amplificam regido

correspondente aos nucleotideos das posigoes 38 a 57 e posigdoes 348 a 368 do gene

rBNA 16S de L. interrogans. Estes primers amplificam o rRNA 16S de todas sete
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espécies patogénicas, cujo produto amplificado apresenta 331 pares de bases

(MERIEN et al., 1995 ). As seqiiéncias de DNA sdo descritas a seguir:

Primers Sequéncia Posigcao

A 5- GGCGGCGCGTCTTAAACATG-3  nucleotideos 38 ao 57

B 5-TTCCCCCCATTGAGCAAGATT-3' nucleotideos 348 ao 368

4.3.3 Amostras clinicas e controles testados

Para determinagéo da sensibilidade do PCR para leptospirose foram utilizadas
amostras de um grupo composto por pacientes com suspeita clinica de leptospirose
durante o periodo do estudo. Nesse grupo foram identificados casos confirmados ou
provaveis pélos métodos padrao de diagnéstico como cultura e microaglutinagéo, e os
resultados foram comparados com os do PCR. Para a determinagdo da especificidade
do método, foi utilizado um grupo de controles negativos composto por pacientes
hospitalizados com suspeita clinica para leptospirose, porém tiveram evidéncias
laboratoriais para outras doengas durante a hospitaliza¢ao, e um grupo de voluntarios
sadios, ambos no mesmo periodo do estudo os quais tiveram suas amostras testadas
pélos testes padrao de diagndéstico, a microaglutinagéo e cultura.

Foram utilizados como controles positivos internos nas reagbes amostras de
leptospiras do sorovar copenhageni cepa M20. Essas culturas, apés contagem em

cAmara de Petroff Hausser, foram diluidas serialmente na razdo de 1:10 em salina
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tamponada (PBS) pH 7,2 para obtengao de 1x10% a 1x10’ leptospiras/ml em um volume
final de 1 ml. Dessas amostras foram extraidos DNA pelo método de centrifugacao e
fervura. Amostras com apenas agua e sem DNA genOmico foram utilizadas como

controles negativos das reagoes.

4.3.4 Extracao de DNA

Amostras de plasma e urina recém coletadas dos pacientes selecionados para o
estudo, foram centrifugadas a 900 rpm por cinco minutos e 1 ml do sobrenadante foi
utilizado para a extragdo do DNA. Essas amostras foram centrifugadas a 13,000 rpm
por 15 minutos a 4°C. O sedimento foi lavado uma vez com 1 ml de PBS pH 7,2 e
resuspendido em 50 ul de agua 18 MQ autoclavada e em seguida aquecido a 100°C
por 10 minutos. Apos centrifugagdo por 5 minutos a 13,000 rpm, o sobrenadante foi
conservado a -70°C. As amostras foram descongeladas no momento do uso e um

volume de 10 pl de cada extrato foi utilizado para cada reagao de PCR.

4.3.5 Protocolo de amplificacao

A mistura de reagdo foi preparada em tubos Eppendorfs de 1,5 ml, contendo
para cada reagdo: 5 pl de tampéo 10 X (50 mM de KClI pH 8,8, 10 mM de Tris- HCI, 1,5
mM de MgCi2) (Perkin Elmer, U.S.A), 1 uM de cada primer (Operon, U.S.A) , 200 uM de

cada deoxiribonucleosideo trifosfato (dATP, dGTP, dCTP, dTTP ) (Boehringer
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Mannheim, U.S.A), 2U de Tag DNA polimerase (Perkin Elmer, U.S.A) e agua 18 MQ
autoclavada para completar o volume para 40 ul.

Foram utilizados 40 uL da mistura de reacao para amplificagdo de 10 ul dos
extratos de DNA de amostras clinicas. As temperaturas nas quais as amostras foram
processadas segue o seguinte programa: 94°C por 5 minutos de desnaturagéo inicial,
35 ciclos de 94°C por 1 minuto de desnaturagdo, 63 °C por 1,5 minutos para
hibridizagdo dos brimers, 72°C por 2 minutos de extensdo. Para finalizar foi
acrescentado um ciclo de 72°C por 10 minutos para extensao final (MERIEN et al.,

1995).

4.3.6 Eletroforese

Foram utilizados 10 uL do produto amplificado imediatamente apos o PCR, para
a eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etidio (10 pg/mi),
utilizando como tampéo de corrida o TAE 1X (0,01M de EDTA pH 8,0, 0,04M de Tris-
acetat0,0) e uma corrente constante de 100 volts por 40 minutos. Para cada gel foram
utilizados marcadores de pares de bases (Boehringer Mannheim, U.S.A). Os géis foram
visualizados e fotografados sob luz ultra violeta. Resultados positivos foram
determinados pela identificagdo visual dos produtos com mobilidade predita de 331

pares de bases.
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4.4 TIPAGEM BACTERIANA

4.4.1 Sorogrupagem e sorotipagem

As amostras de leptospiras isoladas no estudo foram identificadas a nivel de
sorogrupos no Centro de Referéncia Nacional para Leptospirose I0C- FIOCRUZ, no
Laboratdrio de Zooﬁoses Bacterianas. O teste consistiu de reagdes de microaglutinagao
da amostra frente a uma bateria de anti-soros heterélogos, produzidos em coelhos,
contra representantes de 18 sorogrupos de leptospiras patogénicas e o anti-soro contra
a cepa a ser identificada (FAINE, 1992). O sorogrupo a qual a amostra pertence é
aquele cujo soro mostra o maior titulo, conhecendo-se o titulo homdlogo do respectivo
SOro.

As amostras foram caracterizadas a nivel de sorovar, através de reagdes de
microaglutinagdo da amostra contra um painel de anticorpos monoclonals especificos
para sorovares pertencentes ao sorogrupo encontrados na etapa de sorogrupagem
(KORVER et al., 1988). As amostras pertencentes ao sorogrupo Icterohaemorrhagiae
foram testados com os anticorpos monoclonais F70C14, F70C24 e F89C12 (WHO/FAO
collaborating Centre for Reference and Research on Leptospirosis, Amsterdam,
Netherlands). Uma parte desta andlise foi realizada no Centro de Referéncia Nacional

para Leptospirose, |0OC- FIOCRUZ.
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4.5 TIPAGEM MOLECULAR- REAGAO DE POLIMERASE EM CADEIA

4.5.1 Primers

As seqléncias de inser¢gdo sdo elementos genéticos moveis encontrados em
diversos microrganismos e nas leptospiras 0 numero de cOpias destas seqléncias
repetidas de bNA'é varidvel entre os sorovares de Leptospira (ZUERNER & BOLIN,
1990) e entre isolados de um mesmo sorovar (ZUERNER et ai., 1993). Os primers que
foram utilizados amplificam entre regides intergénicas distintas, entre as sequéncias de
inser¢ao IS1533 e IS1500 (ZUERNER et al.,1995). Conforme esquematizado abaixo, a
amplificagdo ocorre nas regides do genoma entre estas seqiéncias, determinando
diferentes padroes de produtos amplificados comparados com marcadores de pares de

bases, visualizados em gel de eletroforese.



43

Estratégia de amplificacao entre regiées Intergénicas de Leptospiras

Genoma de leptospira

Cepa l Cepa 2

Os primers utilizados possuem as seguintes caracteristicas:

Primers Sequéncia IS
EPR-2 5 - CTCGCATCTAACCCACGTTT-3 IS 1500
EPL-2 5- AGATTTACTGCTCCGGATGG - 3’ IS 1500

iPl 5- CGTTAGCCATGCTTTGAATCGAA -3 IS 1533

iMI6 5- CGCAGTCGCTGAGTCCTCCTTCTTT - & IS 15633
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4.5.2 Cepas

Para a padronizagdo do método foram utilizadas 26 cepas de referéncia,
representantes de sete espécies de leptospiras, sendo seis patogénicas (L. interrogans,
borgpetersenii, weilii, noguchi, santarosai, kirschneri) € uma néao patogénica (L.biflexa).
Essas cepas séo representantes de 18 sorogrupos dentre as espécies patogénicas e
dois sorogrupos da espécie ndo patogénica.

Para este estudo foram analisadas amostras de leptospiras isoladas de
pacientes com leptospirose em Salvador- BA nos periodos de margo a novembro de
1996, maio a novembro de 1997 e abril a outubro de 1998 . Foram incluidos no estudo
amostras de leptospiras isoladas de R. novergicus, para comparag¢ao dos gendtipos de
fontes animais, referentes ao estudo de reservatérios em Salvador- Bahia realizado no
periodo de maio de 1998 e margo de 1999, que faz parte da dissertagdo de mestrado
desenvolvida no Centro de Pesquisas Gongalo Moniz, do curso de Patologia
experimental, pelo veterinario Marcos Farias Tucunduva. A captura de animais foi
realizada em 10 bairros diferentes de Salvador, oito deles onde ocorreram casos de
leptospirose naquele ano e dols bairros onde ndo ocorreram casos nos Gltimos trés
anos. Foram capturados 142 Rattus novergicus dos quais foram isolados leptospiras de
114 deles. As amostras isoiadas foram mantidas em melo de cultura EMJH entre 28-
29,5°C no Laboratério de Patologia e Biologia Molecular do CPqQGM.

Foram analisadas amostras de Leptospira do sorovar icterohaemorrhagiae e

copenhageni isoladas de casos humanos de outras cidades brasileiras (Rio de Janeiro
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e Sao Paulo) para comparagdo dos genotipos com outras fontes epidemioldgicas.

Foram incluidas, em todas as reagdes, amostras de referéncia do sorovar copenhageni

como controle das reagoes.

4.5.3 Extracao de DNA

0] método de extragdo do DNA gendmico foi padronizado através da fervura de
leptospiras em culturas, ndo necessitando de purificacdo de DNA por métodos
laboriosos descritos na literatura (BOOM et al.,1990). Apos trés dias de crescimento, as
culturas foram contadas em cadmara de contagem bacteriana, Petroff Hausser. Em
seguida, 3 ml da cultura foi centrifugada a 14,000 rpm por 15 minutos, o sedimento foi
lavado uma vez com um ml de PBS pH 7,2 através de uma centrifugagdo de 14,000
rpm por 15 minutos, e em seguida foi resuspendido em agua 18 MQ autoclavada, em
quantidade suficiente para obtengdo de 1x10° leptospiras/ml. Apds esta etapa, a
suspensao de bactérias foi submetida a um banho fervente por 15 minutos e uma
centrifugacéo por 10 minutos a 14,000 rpm. Foi retirado 15 ul do sobrenadante para ser
utilizalo como amostra para a tipagem e o restante foi estocado a -70°C em aliquotas
de 200 ul para evitar ciclos repetidos de descongelamentos que afetam a qualidade

das amostras.



46

4.5.4 Protocolo de amplificagdo

A mistura da reagao foi preparada em tubos Eppendorfs de 1,5 mi contendo para
cada reagéo 5 ul de tampao 10X (de 50 mM de KCI pH 8,8, 10 mM de Tris- HCI, 1,5 mM
de MgCl2) (Gibco, U.S.A), 1 uM de cada primer (Operon, U.S.A) , 200 uM de cada
deoxribonucleosideo trifosfato (dATP, dGTP, dCTP, dTTP ) (Gibco, U.S.A), 2U de Taq
DNA polimeraée (Gibco, U.S.A) e agua 18 MQ para completar o volume para 35 ul.
Foram utilizados 35 ul da mistura de reagéo para amplificagao de 15 ul da amostra de
DNA. As temperaturas nas quais as amostras foram processadas seguiram o seguinte
programa: pré desnaturagao a 94°C por 5 minutos, 35 ciclos de desnaturagdo a 94°C
por 30 segundos, hibridizagdo dos primers a 50 °C por 1 minuto e 30 segundos,
extensao a 72°C por 7 minutos e finalizagdo da reagao com uma extenséo a 72°C

durante 10 minutos.

4.5.5 Eletroforese e andlise dos produtos amplificados

A eletroforese foi realizada em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de
etidio (10ug/ml). Os géis foram visualizados e fotografados sob luz ultra violeta. Os
produtos amplificados foram analisados visualmente para comparagao dos padrdes de
bandas para definigdo dos genoétipos. As bandas foram definidas como presentes ou
ausentes visualmente e a distancia de migragao das mesmas foram comparadas ao
marcador de pares de bases (Gibco, U.S.A), sendo consideradas como padrdes

idénticos, amostras que possuiram o mesmo numero e posigdo de bandas. Para
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definicdo dos padroes das amostras dos isolados de casos humanos e de ratos, 0S
mesmos foram comparados com os padroes de cepas de referéncia.

A determinagao do poder de discriminagdo do método, ou seja, a capacidade de
distinguir padrées de leptospiras pertencentes a diferentes grupos taxondémicos, foi
calculada dividindo-se o numero de padroes de bandas encontrado por grupo de
amostras pelo numero total de amostras testadas no grupo, o resultado foi reveladao

em percentual inultiplicando o total obtido por 100.
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5 RESULTADOS

5.1 CONFIRMAGAO DIAGNOSTICA DOS CASOS DE LEPTOSPIROSE

5.1.1 Identificacdo dos pacientes e coleta de amostras

No periodo de 5 de malo a 28 de novembro de 1997 foram identificados 210
pacientes com diagnostico clinico de leptospirose na admissdo, e que estavam de
acordo com os critérios de inclusdo no estudo. Desses foram obtidas amostras clinicas
de 163 pacientes (77,6%) sendo que de 90 (55,2%) foram obtidas amostras de soro
pareados da fase aguda e convalescente, de 66 (40,5%) foram colhidas amostras de
soros ndo pareados de fase aguda e seis (3,7%) somente amostras da fase
convalescente. De um paciente (0,6%) foi feito apenas hemocuitura, sem coleta de

outras amostras clinicas.

5.1.2 Confirmacéao laboratorial pela Microaglutinacao

Foram testadas pela MAT amostras de soro de 162 pacientes incluidos no
estudo (Tabela 1). Foram confirmados por este ‘este 51,2% (83/162) dos casos
identificados. Foram definidos como casos provaveis 12,3% (20/162) e como casos nao
confirmados 36,4% (59/162) dos pacientes. O baixo percentual de confirmagao pela

MAT deve-se ao fato de que foram colhidas amostras de soro pareados de apenas
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55,2% (90/163) dos pacientes, 0 que prejudicou a avaliagao de definicdo de caso pela
microagiutinagdo, que necessita de amostras pareadas de fase aguda e convalescente
para demonstrar a soroconversao dos titulos entre essas amostras.

Dos pacientes que tiveram soros pareados, 85,6% (77/90) foram casos
confirmados ou provaveis para leptospirose pela microaglutinagao indicando um
elevado valor preditivo positivo para suspeita clinica. A percentagem de pacientes
confirmados cdm dapenas uma amostra de soro colhido na fase aguda da doenca foi de
9,1% (6/66). A percentagem foi mais elevada nos pacientes cuja coleta Unica de soro foi

realizada na fase convalescente, que foi de 33,3% (2/6) .

Tabela 1: Confirmagao diagnéstica de casos com suspeita ciinica de
Leptospirose pela Microagliutinagao durante a epidemia de 1997

SORO TOTAL
RESULTADO SORO PAREADO SORO AGUDO
MAT N=80 % N=66 %  CONVILESCENTE | 2 o
Confirmado 75 (83,4) 6 (9,1) 2 (33,3) 83 (51,3)
Provével 2(2,2) 14 (21,2) 4 (66,7) 20 (12,3)
Nao confirmado 13 (14,4) 46 (69,7) - 59 (36,4)

A maior percentagem de soros apresentou titulos maximos na MAT com as
cepas do sorogrupo Icterohaemorrhagiae, representando 89,3% (92/103) dos casos
confirmados e provaveis (Tabela 2). Foram classificados como sorogrupo “misto”
aqueles cujos soros tiveram titulos idénticos para mais de um sorogrupo testado, fato
este que ocorre devido as reagdes cruzadas entre os anticorpos dos pacientes e

sorogrupos que podem possuir determinantes antigénicos semelhantes.



50

Dos soros testados, 9,7% (10/103) foram classificados como “mistos”, ou seja,
apresentaram titulos idénticos para mais de um sorogrupo. Desses 99% dos tiveram

reagoes com maximo titulo, exclusivos ou divididos, nas aglutinagbes com as cepas do

sorogrupo Icterohaemorrhagiae.

Tabela2: Sorogrupos Predominantes Identificados pelo Teste de
Microaglutinagdo de casos confirmados e provaveis, durante a

Epidemia de 1997
i MAT Confirmado MAT Provavel Total
Sorogrupos N° o N° % N° %
Icterohaem. 75 90,4 17 85,0 92 89,3
Misto 7 8,4 3 15,0 10 9,7
Patoc 1 1,2 - - 1 1,0
Total 83 100,0 20 100,0 103 100,0

5.1.3 Confirmagéo laboratorial por cultura

Durante o periodo de estudo foram realizadas culturas em 31,4% (66/210) dos
pacientes identificados (Tabela 3). O isolamento de leptospira foi feito em 45,5% (30/66)
dos pacientes testados. Foram identificadas através da hemocultura 56,7% (17/35) dos
casos confirmados para leptospirose pelo teste de microaglutinagdo. Entre os pacientes

que foram definidos como casos ndo confirmados pela sorologia, a positividade da

hemocultura foi de 43,0% (13/26),



51

Tabela 3: Resultado da Hemocultura e da Microaglutinagao nos Pacientes com
Suspeita Clinica de Leptospirose, durante a epidemia de 1997
Resultado Cultura Cultura
da MAT Positiva Negativa
N (%) N (%) N (%)
Confirmado 17 (56,7) 18 (39,1) 35 (46,1)
Provavel - 5 (10,9) 5 ( 6,6)
Nao confirmado 13 (43,3) 23 (50,0) 26 (47,4)
Totai 30 (100) 36 (100) 66 (100)

5.2 AVALIAGAO DO PCR PARA DIAGNOSTICO DA LEPTOSPIROSE

5.2.1 Estabelecimento do limite de detec¢ao do PCR

Para a padronizagdo do PCR para diagnéstico foram feitos testes para

estabelecimento do poder de detecgdo do mesmo, utilizando primers (A/B) (MERIEN et

al., 1995), que reconhecem o gene de 16s RNA, acrescentando-se leptospiras em

quantidades de 1, 10, 100, 1000, 10.000 leptospiras/ml em amostras de plasma e urina

de voluntarios sadios. O experimento foi repetido por mais de trés vezes, sendo

possivel visualizar em todos eles, bandas especificas com mobilidade relativa esperada

de 331 pb referente a 1 leptospiras/ml (Figura 1). Nos controles negativos, sem

leptospiras, nao foi detectado ampilificacao do fragmento de 331 pares de bases em gei

de eletroforese.
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Estabelecimento do Limite de Deteccao do PCR em amostras de plasma e urina
de voluntarios sadios

M 55752208 o dan St aibme] 85wy 301 =12

Fig 1. Amplificacado de DNA de leptospiras de
culturas puras diluidas serialmente em plasma (A) e
urina (B) de voluntarios sadios. Canaletas 1 a 4 e 8
a 11 representam produtos de 331 pb referentes a
10°, 10% 10', 10° leptospiras/ml respectivamente.
As canaletas 5 e 12 representam controles
negativos, sem leptospiras e M representa o
marcador de pares de bases DNA VI (156-2176 pb).

5.2.2 Padronizacao do método

Para determinar a sensibilidade dos primers para Leptospira ssp, foram testadas
amostras de 26 sorovares pertencentes a sete diferentes espécies do género
Leptospira. Para este teste foram utilizadas culturas de leptospiras referentes a 10*
leptospira/ml por reagdo. Em todas as amostras de cepas de referéncia foram
visualizadas, em gel de eletroforese, uma banda de 331 pb, especifica para os primers
utilizados (dados nao demonstrados). Foram analisadas, ainda, amostras de leptospira

isoladas de casos humanos durante o ano de 1996 em Salvador. Nessas amostras
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foram observadas a amplificagéo de fragmentos de 331pares de bases (Figura 2). Nao

foram detectados produtos ampiificados em amostras sem DNA.

Amplificagao de DNA de leptospiras de cepas isoladas de casos humanos em
Salvador-Ba no ano de 1966.

12 3 4 5 6 7 8 9 10 111213 14 15 16

Fig 2. Amplificagdo de DNA de cepas de
leptospiras isoladas de casos humanos em
Salvador-Ba no ano de 1996. Canaleta 2, L1-125;
3, L1-130; 4, L1-133; 5, L1-164; 6, L1-192; 7, L1-
195; 8, L1-199; 9, L1-204; 10, L1-212; 11, L1-224;
12, L1-237; 13, L1-239; 14, L1-251; 15, L1-256;
16, L1-265. A canaleta 1 refere-se ao marcador de
pares de bases, DNA VI (156-2176 pb).

5.2.3 Amplificagdo de amostras clinicas

Durante a epidemia de 1997 foram obtidas amostras de plasma e/ou urina de
129 (66,8%) dos 193 pacientes identificados no estudo, para realizagao do PCR, sendo
80 (62%) amostras pareadas de plasma e urina, 33 (25,3%) apenas amostras de urina
e 16 (12,4%) apenas de plasma. Os resuitados do PCR foram comparados com os
ensaios padrao para confirmagao diagndstica, que sao microaglutinagéo e cultura, o

que tornou possivel calcular a sensibilidade do método (Tabela 4). A positividade do
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PCR entre os casos confirmados pela cultura e/fou microaglutinagdo para leptospirose
foi de 44% (36/83), quando avaliadas apenas amostras de urina e 21% (16/78) em se
tratando de plasma. Para os casos confirmados pela microaglutinagdao, dos pacientes
que possuiam amostras pareadas de plasma e urina 57% (37/65) tiveram uma reagao
positiva no PCR, dados que representaram a sensibilidade do método.

O resultado do PCR foi comparado com o da hemocultura (Tabela 5). No grupo
de pacientes cbm cultura negativa, o PCR apresentou uma positividade de 50% (10/20)
em amostras de urina, € apenas 5% (1/21) em amostras de plasma. Em relagao ao
grupo de pacientes que tiveram resultado de hemocultura positiva, a positividade do
PCR em amostras de urina foi de 63%(10/16) e de 57% (12/21) para amostras de
plasma.

Para os pacientes que foram definidos como casos nao confirmados para
leptospirose pélos métodos padréo, por falta de soro convalescente ou que néo foram
realizados hemocultura, o PCR apresentou positividade de 39,2% (11/28) em urina e
nenhum caso foi positivo para 0 PCR quando o paciente tinha apenas amostra de
plasma.

Para o calculo da especificidade do método foram testadas amostras de plasma
e urina de 30 voluntarios sadios e de 30 pacientes com diagndstico de outras doengas
na admissdao hospitalar como hepatite viral, calazar, anemia falciforme. O resultado
desta avaliagdo encontra-se na Tabela 5, n&o tendo sido observado nenhum caso de
falso positivo perfazendo uma especificidade de 100%.

Em todas as reacdes foram utilizados controles positivos internos e para tanto
utilizou-se culturas de leptospiras do sorovar copenhageni cepa M20. Foram excluidos

extratos no qual o limite de detecgao foi superior a 100 leptospiras/ml. Como controle
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interno negativo das reagdes foram utilizadas amostras com agua e sem leptospiras. As
Figuras 3 e 4 mostram amplificagdo de DNA de leptospiras de amostras de plasma e
urina de pacientes identificados no estudo no ano de 1997 e do grupo de voluntarios
sadios respectivamente. Nos casos positivos pelo PCR ¢é visivel a amplificagao do
fragmento de 331 pares de bases. No grupo de controles negativos nao houve

amplificagao do fragmento com mobilidade predita.

Tabela 4: Avaliagao do PCR para leptospirose entre os controles positivos com
os testes padroes de microaglutinagao e cultura

Grupos Urina Plasma Urina ou plasma

% positivo no PCR ( positivos/testados)
Controles positivos

Com suspeita clinica 43 (48/112) 17 (16/96) 56 (45/80)
Casos confirmados
MAT/ cultura 44 (36/83) 21 (16/78) 57 (37/65)
Cultura positiva  Sim 63 (10/16) 57 (12/21) 71(10/14)
Nao 50 (10/20) 5 (1/21) 50(10/20)
Casos nao confirmados 39 (11/28) 0(17) 40 (4/10)
Controles negativos
Voluntarios sadios 0 (30) 0 (30) 0 (30)
Outras doengas 0 (18) 0(17) 0 (15)
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Amplificacao de DNA de leptospiras utilizando primers A e B de amostras
de plasma e urina de pacientes com suspeita clinica de leptospirose em Salvador-

142 37 4%<85-:6 7T 8 19-10"11 12- = 1’22 3+ 4’ BHHiG =T VB C0i-10

Fig 3- Detecgao de DNA de leptospiras em amostras de plasma (A) e urina (B) de
casos humanos em gel de agarose a 1,5%. Canaletas 1 representam o marcador de
pares de bases DNA VI (156-2176 pb). Canaletas 2 a 12 representam amostras de
pacientes identificados no estudo.

Amplificagao de DNA de leptospiras utilizando primers A e B de amostras
de plasma e urina de pacientes controles negativos

Fig. 4- Detecgao de DNA de leptospiras em amostras de plasma (A) e urina (B) de
controles negativos em gel de agarose a 1,5%. Canaletas 1 representam o
marcador de pares de bases DNA VI (156-2176 pb). Canaletas 2 a 10 representam
amostras de pacientes identificados no estudo.
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Os resultados do PCR foram estratificados em relagdo ao numero de dias com
sintomas apresentados pélos pacientes antes da coleta das amostras (Tabela 5). Foi
possivel observar que para as amostras de urina obtidas com menos de sete dias de
sintomas a positividade do PCR foi de 42% (13/31) e no plasma foi de 30% (7/23). Dos
pacientes dos quais foram obtidas amostras com 7 dias ou mais de sintomas, 44%
(35/79) das amostras de urina testadas foram positivas pelo PCR e para as amostras
de plasma o percentual de positividade foi de 10% (7/70).

Para avaliar se o uso de antibidticos teve impacto na positividade do PCR, os
pacientes foram estratificados pela coleta das amostras antes ou depois do tratamento.
Os pacientes que nao fizeram uso de antibiéticos até 0 momento da coleta da amostra
a positividade do PCR foi de 47% para urina e 24% para plasma. Quando as amostras
foram coletadas apds o0 uso de antibiéticos o resultado do PCR para amostras de urina
apresentou positividade de 45% e para amostras de plasma 8%, demonstrando o efeito
negativo do antibidtico nessas amostras.

Tabela5: Avaliagao do PCR entre os pacientes confirmados e provaveis para

leptospirose, quanto ao uso de antibiéticos e dias de sintomas antes
da coleta das amostras.

Urina Plasma Urina ou plasma
% positivo no PCR ( N2 testado)
Dias com sintomas <7d 42 (13/31) 30 (7/23) 59 (10/17)
> =7d 44 (35/79) 10 (7/70) 53 (23/43)
Antibiéticos ~ Nao 47 (12/26) 24 (12/50) 52 (11/21)

Sim 45 (25/57) 8 (2/27) 48 (12/25)
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5.3 SOROTIPAGEM

Durante o estudo de leptospirose, nos periodos de margo a novembro de 1996,
maio a novembro de 1997 e abril a outubro de 1998 foram isoladas 79 amostras de
leptospiras de casos humanos. Essas amostras foram sorotipadas contra uma bateria
de soros heterélbgos através de reagbes de agiutinagdo no Centro de Referéncia
Nacional para Leptospirose- FIOCRUZ / R.J e desta forma 74 (94%) dessas amostras
foram classificadas em sorogrupos.

Das amostras isoladas de casos humanos que foram sorotipadas 97,3% (72/74)
pertenciam ao sorogrupo lcterohaemorrhagiae, 1,3% (1/74) foi do sorogrupo Canicola e
1,3% 1/74) nao foi identificada contra a bateria de 18 soros heterélogos (Tabela 6).
Essa amostra foi reagente com o anti-soro especifico para o sorogrupo Hurstbridge
(WHO Collaborating Center for Research and Diagnosis on Leptospirosis). Foram
isolados 114 amostras de ratos do estudo de reservatérios. Dessas amostras 75
(65,8%) foram sorogrupadas e 100% das mesmas foram determinadas como sendo do
sorogrupo Icterohaemorrhagiae.

Das émostras isoladas de casos humanos, 69 (87%) foram sorotipadas através
de anticorpos monocionais para a determinagao do sorovar as quais elas pertencem. A
sorotipagem com anticorpos monocionais identificou que 97% (67/69) amostras
pertenciam ao sorovar copenhageni, 1,5% (1/69) foi do sorovar canicola. A amostra nao
identificada com anti-soros heterélogos foi analisada por testes de absorgao cruzada e

o resultado desta andlise demonstrou que a mesma pertence ao sorovar hurstbridge.
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Das amostras isoladas de ratos, 34 (29,8%) foram testadas € 100% perteceram ao

sorovar copenhageni.

Tabela6: Sorotipagem das amostras de leptospira isoladas de casos
humanos em Salvador-Ba durante os anos de 1996, 1997 e
1998.

Ano
Sorogrupo Sorovares 1996 1997 1998 Total

N % N % N % N %

Icterohaemorrhagiae copenhageni 13 (87) 29 (100) 30 (100) 72 (97,3)

Canicola canicola 1 (6,5) - - 1 (6,5)
Hurstbridge hurstbridge 1 (6,5) - - 1 (6,5)
Total 15 (100) 29 (100) 30 (100) 74 (100)

5.4 TIPAGEM MOLECULAR

5.4.1 Padronizacido do método de PCR

O método de PCR baseado na amplificagdo entre elementos repetitivos (IS) foi
desenvolvido para ser aplicado a amostras isoladas de estudos epidemiolégicos. Para
avaliagdo da reprodutibilidade do método, foi realizada analise da amostra de leptospira
do sorovar copenhageni cepa M20, que foi submetida ao teste em mais de 10

experimentos consecutivos, tendo demonstrado o mesmo numero e posi¢ao de bandas
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em gel de eletroforese. Em todos os experimentos foram feitos controles negativos
utilizando amostras de agua sem adi¢gdo de DNA, nao sendo observados produtos de
amplificagao dessas amostras.

Para padronizagado do meétodo foram utilizadas 26 cepas de referéncias
representantes de 6 espécies patogénicas como L. interrogans (australis, autumnalis,
bataviae, canicola, hebdomadis, pomona, pyrogenes, cuica), L. borgpetersenii
(castellonis, jéva:ﬁca, tarassovi), L. weilii (celledoni), L. noguchi (panama), L. kirschneri
(cynopteri, grippotyphosa) e uma espécie nao patogénica que foi a L. biflexa
(andamana, patoc) (Tabela 8). Para a tipagem molecular dessas amostras dois
diferentes sets de primers foram utilizados, para seqiéncias 1S1500 (EPR2, EPL2) e
IS1533 (iP1, iIM16). A analise dos padrbes de bandas foi realizada levando em
consideragao a mobilidade relativa e o nimero das mesmas, através da detecgao visual
de bandas em gel de eletroforese. Foram consideradas como amostras idénticas as
que apresentaram o mesmo numero e posi¢ao de bandas.

O poder de discriminagdo do método foi determinado através da andlise
comparativa com cepas de referéncia de leptospiras. Os resultados demonstraram que
as 26 cepas testadas apresentaram 21 padroes distintos, representando um poder de
discriminagéo de 80,7%. (Figura 5 e 6).

Para diferenciar os sorogrupos, foram testados 21 sorogupos diferentes e foi
obtido 21 padrdes distintos, essas cepas ndo compartilharam padroes com a de outros
SOrogrupos o que, para essa situacéo taxonémica, o método apresentou um poder de
discriminagao de 100% (Fig. 5 e 6).

Para distinguir sorovares dentro de sorogrupos, foram utilizadas amostras de

icterohaemorrhagiae cepa RGA, icterohaemorrhagiae cepa 3294 e copenhageni do



61

sorogrupo Icterohaemorrhagiae , essas amostras apresentaram o mesmo padréo. Para
0s sorovares djasiman e sentot pertencentes ao sorogupo Djasiman, demonstrando que
o método ndo apresentou poder de diferenciar essas amostras, j& que as mesmas
possuiram padrdes idénticos. As cepas wolffi e saxkoebing do sorogrupo Sejroe
apresentaram padroes distintos, apresentando um poder discrimina¢édo de 100% para
este sorogrupo. A Tabela 7 apresenta um sumario desses achados.

Foi incluido nesta analise a cepa isolada de um caso humano da epidemia de
1996, denominada L1 125, que representa um membro de um novo sorogrupo
identificado como Hursbridge (CHAPPEL et al,1998). Amostras sem DNA, com apenas
agua foram utilizadas como controles negativo nao sendo observado amplificagdo nas

mesmas.
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Tipagem molecular pelo PCR de cepas padrao de leptospiras com os
primers de IS 1533 e IS 1500

A B
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Fig. 5: Padroes do PCR de cepas de leptospiras pertencentes a diferentes espécies. Em A amplificagao
com primers de 1S1533 e em B refere-se a amplificagdo com os primers para 1S1500. Canaletas 1 e 16,
marcade* de pares de bases 250 pb ladder (250-5.000pb). Canaletas 2-15 representam os sorovares
australis, autumnalis, bataviae, canicola, castellonis, celledoni, cynopteri, gripothyphosa, cuica,
saxkoebing, djasiman, sentot, hebdomadis, javanica.

Tipagem molecular pelo PCR de cepas padrao de leptospiras com os
primers de IS 1533 e IS1500

A B

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 1213 14 15 16 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 1213 14 15 16

Fig. 6: Padroes do PCR de cepas de leptospiras pertencentes a diferentes espécies. Em A amplificagéao
com primers de 1S1533 e em B refere-se a amplificagdo com os primers para 1S1500. Linha 1 e 16,
marcador de pares de bases 250 pb ladder (250-5.000pb). Canaletas 2-14 representam os sorovares
copenhageni, icterohaemorrhagiae cepa 3294, icterohaemorrhagiae cepa RGA, panama, pomona,
pyrogenes, sejroe, shermani, tarassovi, wolffi, andamana, patoc, L1-125.Canaleta14 controle negativo.
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5.4.2 Aplicagcdo do método para isolados dos estudos epidemiol6gicos

Foram tipadas através do PCR amostras de 63 (71%) dos isolados de casos
humanos do Hospital Couto Maia do estudo de leptospirose nos anos de 1996, 1997 e
1998. Essas amostras foram caracterizadas com anti-soros heterélogos como sendo do
sorogrupo lderohaemorrhagiae. A avaliagdo com anticorpos monoclonais mostrou que
as mesmas foram do sorovar copenhageni. Os resultados do PCR demonstraram que
96,8% (61/63) das amostras testadas tiveram padrdo idéntico, com mesmo numero e
posicdo de bandas, ao de cepas pertencentes ao sorogrupo lcterohaemorrhagiae,
quando comparado com cepas de referéncia pertencentes a este sorogrupo. A amostra
isolada em 1996 que foi caracterizada sorologicamente como sendo do sorogrupo
Canicola, apresentou, na tipagem molecular pelo PCR, padrdo de bandas idéntico ao
da cepa de referéncia canicola (Hond Utrecht). A cepa caracterizada como do
sorogrupo Hursbridge, apresentou padrao diferente das 26 cepas padrao testadas.

Outro grupo para analise foi constituido de isolados de ratos do estudo de
reservatoérios as quais foram isoladas em 1998. Das amostras isoladas, 35 (31%) foram
tipadas pelo PCR. Em todos os experimentos foram analisadas simultaneamente
amostra da cepa padrao do sorovar copenhageni cepa M 20. Todas as amostras foram
testadas com os primers que amplificam entre sequéncias 1S1500 e 1S1533. A Figura 7
mostra padrées de amostras isoladas de ratos e de casos humanos comparadas com a
cepa de copenhageni. Os padroes apresentados no PCR foram idénticos ao de cepas

do sorogrupo Icterohaemorrhagiae.
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Foram avaliadas também amostras pertencentes ao  sorogrupo
Icterohaemorrhagiae, como as cepas do sorovar copenhageni de outras cidades
brasileiras tais como Sdo Paulo e Rio de Janeiro e duas cepas do sorovar
icterohaemorrhagiae, cepas 3294 e RGA e o sorovar budapeste (ATCC 23581). O
padrao destas amostras foram comparadas com amostras isoladas do estudo de
Salvador e com o padrao de diferentes sorovares (Figura 8). As amostras isoladas do
estudo possﬁirarh padroes similares ao das amostras de referéncia, confirmando a sua
identidade. As amostras pertencentes ao sorogrupo lIcterohaemorrhagiae
demonstraram padroes similares no PCR mostrando que o método néo possuiu poder

discriminatério entre amostras pertencentes ao mesmo sorogrupo dessa espécie.
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Tipagem molecular pelo PCR de amostras de leptospiras isolados de casos
humanos e de ratos em Salvador- Ba com os primers de IS 1500 e IS 1533

A B

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1 234 5 6 7 8 9 1011 12 13 14

Figura 7: Comparagdo de amostras de leptospiras isoladas de humanos e de ratos com o sorovar de
referéncia copenhageni amplificados com primers para IS 1500 (A) e IS 1533 (B). canaletas 1 e 14
representam o marcador de pares de bases 250 pb ladder (250-5000pb). As Icanaletas 2-6 representam
produtos amplificados de isolados de humanos L8 27, L8 28, L8 46, L8 48, L8 99. Linhas 7-11
representam produtos das amostras isoladas de rato, R 1, R 2, R 3, R33, R34. Canaleta 12 representa
amostras de sorovar copenhageni cepa M20. Linha 12 represenia o controle negativo.

Tipagem molecular pelo PCR de cepas padrao de leptospiras e isolados de
casos humanos com os primers de IS 1500 e IS 1533

A B

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 . 2.48: 4 5§ 6 7 8 9.10:11 12 13

Figura 8: Comparagao de amostras de leptospiras do sorogupo Icterohaemorrhagiae com primers para
IS1533 (A) e IS1500 (B). Canaletas 1 e 13 representam o marcador de pares de bases 250 pb ladder
(250-5000pb). As canaletas 2-11 representam produtos amplificados dos sorovares patoc, pomona,
djasiman, icterohaemorrhagiae cepa RGA, , icterohaemorrhagiae cepa 3294, budapeste (ATCC),
copenhageni cepa M20, copenhageni (SP), copenhageni (RJ) . Linha 12 representa o controle negativo.
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Tabela 7 : Sumério do resultado de padronizagao do método de tipagem
molecular com os primers I1S1500 e 1S1533 com cepas de referéncia de

leptospiras
Espécie Sorogupo Sorovar padréao da tipagem °
L. interrogans
Australis australis Nao idéntico
Autumnalis autumnalis Néo idéntico
Bataviae bataviae Nao idéntico
Canicola canicola Nao idéntico
Djasiman djasiman Idéntico *
Djasiman sentot Idéntico *
Hebdomadis hebdomadis Nao idéntico
icterohaemorrhagiae copenhageni Idéntico
Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae cepa 3294 Idéntico
icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagia cepa RGAe Idéntico
Pomona pomona Nao idéntico
Pyrogenes pyrogenes Nao idéntico
Ranarum cuica Néo idéntico
Serjoe wolfti Nao idéntico
Sejroe saxkoebing Néo idéntico
L. borgpetersenii Balium casteilonis Na&o idéntico
Javanica javanica Néo idéntico
Sejroe sejroe Nao idéntico
Tarassovi tarassovi Nao idéntico
L. weiiii Celledoni celledoni Nao idéntico
L. noguchii Panama panama Né&o Idéntico
L. Santarosai Shermani shermani Nao idéntico
L. kirschneri Cynopteri cynopteri Nao idéntico
Grippotyphosa grippotyphosa Nao idéntico
L. biflexa Andamana andamana Nao idéntico
Semaranga patoc N&o idéntico

1. Definigao de padrdes. Foi considerado como idéntico quando a amostra apresentou 0 mesmo numero
e mobiidade relativa de bandas comparados com a amostra do sorovar copenhageni.

* Amostras que apresentaram padrdes idénticos entre si porém apresentou padrao diferente ao padréao
do sorovar copenhageni.
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6 DISCUSSAO

No periodo de maio a novembro de 1997 foram identificados 210 casos com
suspeita clinica de leptospirose em Salvador, Bahia. Surtos de leptospirose tem sido
frequentes no pais, com registro do primeiro caso em 1923. Na Bahia, estes surtos
estdo, na maioria das vezes, associados a enchentes decorrentes de elevadas
precipitagoes pIu‘viométricas (CALDAS et al., 1979). A leptospirose ocorre em todo o
pais, entretanto é mais freqiente no nordeste, regido que registrou em 1986, 66,6% de
todos os casos notificados no pais (BRASIL, 1988). Entre os anos de 1981 a 1988
foram notificados 1.968 casos de leptospirose na cidade de Salvador com 228 6bitos,
correspondendo a 11,6% do total. Surtos de leptospirose ocorrem todos os anos,
necessitando de agbes multidisciplinares para reverter este quadro.

A confirmagdo diagnédstica da leptospirose é feita pélos métodos convencionais
de microaglutinag@o e cultura que é realizada em poucos laboratérios de referéncia no
Brasil, pois sdo laboriosos e requerem especialidade técnica. Durante o periodo do
estudo, de maio a novembro de 1997 foram colhidas amostras de soro de 162
pacientes com diagndstico clinico de leptospirose na admisséo. Foram confirmados
51,3% dos casos identificados e 12,3% foram definidos como provaveis. Estes dados
sdo compativeis com o encontrado por CALDAS et al, 1978, que em um estudo com
pacientes hospitalares em Salvador- Bahia constatou uma positividade de 36% entre o0s
pacientes que tiveram o diagndstico clinico de leptospirose na admisséao (CALDAS et
al., 1979). O mesmo autor, em um estudo durante um surto de leptospirose durante os

meses de maio € junho de 1978, investigou 141 pacientes no Hospital Couto Maia e



68

obteve confirmagdo diagnéstica de 76,6% dos pacientes pela microaglutinagao
(CALDAS et al., 1978). Esse alto percentual de positividade pode ser atribuida ao fato
de que os pacientes chegaram ao hospital em meédia com sete dias apos o
aparecimento dos sintomas quando o quadro clinico ja € caracteristico. Os critérios
adotados para confirmagao do diagnostico nesse estudo foi da microaglutinagao possuir
titulo Unico igual ou superior a 1:200, nao necessitando de mais de uma amostra de
soro do paciénte para proceder a confirmagao.

Neste estudo foram adotados os critérios definidos pela Organizagdo Mundial de
Salde que requer a demonstragdo de soroconversao para a confirmagao diagnostica
na microaglutinagéo, sendo necessarias duas ou mais amostras, com intervalos de 15
dias, para evidenciar 0 aumento de titulos de quatro vezes ou mais. Foram obtidas
amostras de soro pareados, de fase aguda e convalescente de 55,2% dos casos
identificados. Nao foi possivel realizar a confirmagao diagnostica em 36,4% dos casos
por nao ter sido obtidas amostras pareadas dos pacientes. As limitagbes para a
confirmagao diagndstica pela microagiutinagdo séo devidas a dificuldade quanto ao
retorno do paciente apos 15 dias para coleta da segunda amostra e a percentagem de
obitos que nesse estudo foi de 7,3% nas primeiras 48 horas de internagao, antes que a
confirmagao diagndstica fosse realizada.

Entre os pacientes dos quais foram obtidas amostra de soro pareados, 85,6%
foram definidos como caso confirmados ou provavel pela microagiutinagao,
demonstrando um elevado valor preditivo positivo para suspeita clinica. Dentre os
pacientes os quais foram testados pela microaglutinagdo e cultura, 50% tiveram

sorologia positiva e cuitura negativas. Estes dados apontam para necessidade de soros
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pareados para a confirmagao do diagndstico assim como a necessidade de utilizagao
de mais de um teste padrao para o diagnostico.

Outro método padrao para a confirmagao diagnostica € a cultura. Esse teste foi
realizado em apenas 39,4% (76/193) dos pacientes identificados devido as dificuldades
técnicas em realiza-lo em todos os casos identificados. A cultura apresentou uma
positividade de 45,5% , compativel com os dados da literatura que relatam
percentagené em torno de 50% (FAINE, 1882). Dos pacientes que foram testados pela
cultura e MAT, 43% tiveram o diagnéstico confirmado apenas pela cultura sendo
sorologia negativa, tendo em vista que na fase inicial da doenga os niveis de anticorpos
ndo sdo detectaveis pela microaglutinagdo. Este dado reforca a necessidade da
utilizagdo dos dois métodos padrao para confirmagao do diagnéstico de leptospirose. A
cultura de leptospiras é um método laborioso, demorado e caro entretanto o isolamento
do organismo permite a identificagdo do sorovar infectante que é importante para o
estudo epidemiolégico da leptospirose. Os dados da literatura, até o presente momento,
apontam para a necessidade do desenvolvimento de novos testes diagnésticos que
detectem precocemente os casos de leptospirose e sobretudo que estes testes sejam
de facil realizagao e baixo custo.

Esse estudo teve como um dos objetivos, desenvolver um teste baseado na
reacao da polimerase em cadeia para o diagndstico da leptospirose na fase inicial. Para
tanto foram colhidas amostras de 129 pacientes, 66,8% dos pacientes envolvidos neste
estudo, sendo que destes foram colhidas 80 (62,0%) amostras pareadas de plasma e

urina, 33 (25,6%) amostras de urina e 16 (12,4%) de apenas plasma. A urina é &

amos'ra ideal dado a facilidade de obtengao das mesmas, mas por outro tem limitagd
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tendo em vista que pacientes com leptospirose grave apresentam anuria, como
observado em 8 (6,2%) dos 129 pacientes selecionados para o estudo do PCR.

Para calculo da sensibilidade do método os resultados do PCR foram
comparados com os de microaglutinagéo e cultura. A sensibilidade do PCR foi de 44%
(36/83) em amostras de urina, 21% (16/78) amostras de plasma. A baixa sensibilidade
é similar a encontrada por MERIEN et al.,1995 e difere em relagdo ao espécime
examinado. Neste trabalho foram testadas 115 amostras e o PCR foi positivo em 38%
(43/89) das amostras de soro € 25% (5/20) das amostras de urina. Essa diferenga pode
estar relacionada ao pequeno numero de amostras de urina testadas pelo autor.
Nossos resultados estao de acordo com o encontrado por BAL e colaboradores (1994),
quando demonstrou que amostras de urina foram mais eficientes para a detecgao de
DNA de leptospiras. Neste estudo, uma grande quantidade de urina (acima de 300 ml)
foi analisada com o intuito de aumentar a sensibilidade do método. O problema com
esta estratégia é que os pacientes com leptospirose grave tém comprometimento renal
e sdo usualmente oliguricos, o que torna dificil a obtengao de urina para analise.

Quando analisadas amostras pareadas de piasma e urina a sensibilidade do
PCR aumentou para 56%(37/65). Resultado semelhante foi obtido por BROWN et
al., 1985 que testaram amostras de sangue e urina de 71 pacientes com leptospirose e
o PCR foi positivo em 44 (62%) deles. A baixa sensibilidade do PCR pode ser atribuida,
em parte, a presenga de fatores inibidores presentes nas amostras que impedem o
processo de amplificagdo (BOOM et al, 1990). A presen¢a desses inibidores em
amostras de soro foi descrita por GRAVEKAMP et al., (1991) como fator que pode ter
interferido no resultado do PCR. Outro fator pode ser devido a pequena quantidade de

leptospiras presentes na amostra, abaixo do nivel de detecgao de 10 leptospiras/ml. Em
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relagdo a fatores como degradagcdo de DNA, GRAVEKAMP et al.,1991 descreveram
que soros que foram estocados por um longo periodo a 4 C e o descongelamento das
amos_as de DNA pode ter interferido na positividade do PCR. No presente estudo,
foram identificados fatores como o longo periodo entre a coleta da amostra e o0 seu
processamento, superior, algumas vezes, a 10 horas, que pode ter contribuido para a
degradacdo de DNA. Outra posibilidade é em relagdo ao uso de antibidticos pélos
pacientes antes da coleta das amostras.

Para avaliar se o uso prévio de antibiéticos interferiu no resultado de PCR, foi
verificado que entre os pacientes que usaram antibiéticos a positividade do PCR em
plasma foi 24% (12/50) e da urina 47% (12/26). Entre os pacientes que ndo usaram
antibiéticos a positividade do plasma foi 8% (2/27) e da urina 45% (25/57). Esses dados
demonstraram que o uso prévio de antibiéticos teve influéncia na positividade do PCR
em amostras de plasma, indicando a agdo do medicamento na circulagdo sanguinea.

Alternativas para aumentar a sensibilidade do PCR podem ser o uso de sondas
para hibridizagdo dos produtos amplificados e metodologias para extragao de DNA,
como por exemplo 0 uso de Isotiocianato de Guanidina que foi demonstrado ter
vantagens sobre as demais técnicas por aumentar a sensibilidade para detecgao de 1-
10 leptospiras/ml de amostra, como demonstrado por BOOM et al, 1990 e
GRAVEKAMP et al., 1991. A principal desvantagem dessas alternativas € o aumento do
custo que as mesmas representam.

Foi realizada andlise para avaliagdo do PCR quanto a sua eficiéncia na deteccdo
precoce da leptospirose através da estratificagdo dos pacientes por dias de sintomas
apresentados até o momento da coleta da amostra, tendo sido observado que para as

amostras de plasma a positividade do PCR passou de 30% nos pacientes com menos
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de sete dias de sintomas para 10% naqueles com mais de sete dias, como esperado
uma vez que no periodo inicial da doenga, as leptospiras encontram-se no sangue
circulante. Para as amostras de urina a positividade mostrou pequena variagao de 42%
para 44% respectivamente. Esses resultados diferem dos achados de BAL et al., 1994
que demonstraram que apés 8 dias de sintomas, 19 (86%) das 22 amostras de urina
foram positivas pelo PCR. No trabalho descrito por MERIEN et al., 1995, a distribuigdo
dos sinais entre as amostras positivas mostrou que 64% (27/43) foram obtidos antes de
10 dias de evolugao clinica.

Nesse estudo foi desenvolvida ainda uma metodologia simplificada para extragao
de DNA baseada na centrifugagdo das amostras clinicas e liberagdo do DNA das
bactérias pela fervura para atender ao objetivo de desenvolver um método para ser
utilizado no hospital imediatamente ap6s a coleta das amostras. Apds padronizagéo do
mesmo, foi possivel detectar entre 10-100 leptospiras/ml por esse método. Nao foi
possivel detectar bandas visuaimente em gel de eletroforese quando foram testadas
amostras com menos de 10 leptospiras/ml. Os trabalhos da literatura fizeram
hibridizagao do DNA amplificado com sondas e por isso foi possivel a detecgdo de até
uma bactéria/ml. A hibridizacdo € uma alternativa para o aumento da sensibilidade do
teste, porém encarece o processo tornando dificil a sua implantagao.

Outro objetivo desse estudo foi o isolamento e caracterizagdo de cepas de
leptospiras durante as epidemias afim de estabelecer relagées com fontes de infecgao.
Os métodos convencionais para caracteriza¢ao dos isolados sao soroldgicos, baseados
em reagdes de microaglutinagdo cruzadas com anti-soros heterélogos. Estes métodos
sédo demorados, laboriosos e sao realizados em laboratérios de referéncia. Os

resultados das analises dos soros dos pacientes pela MAT mostrou que 90,4% dos
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casos confirmados foram do sorogrupo Icterohaemorrhagiae. O teste de
microaglutinagao fornece resultados indiretos dos sorogrupos que sao reconhecidos. A
identificagdo das cepas € necessaria para fazer identificagdo de novos sorovares e
estabelecer relagdo com os reservatorios.

Dado as dificuldades de realizagdo da caracterizagao dos isolados, um método
alternativo para a tipagem de cepas é através da utilizagao de anticorpos monoclonais
(KOVER et al., 1988). Com essa metodologia foram analisadas 69 amostras de
leptospiras isoladas de casos humanos em trés anos de estudo em Salvador- Bahia e
34 amostras isoladas de ratos dessa cidade. Os resultados demonstraram que 97% das
amostras de humanos e 100% das amostras de ratos testadas por esta metodologia
pertenceram ao sorovar copenhageni e apenas 1,5% foi pertencente ao sorovar
canicola. Esses dados mostraram uma forte associagdo dos casos humanos com 0s
reservatdrios roedores, reconhecido como portador universal dessa doenga e o
principal reservatério desse sorovar. Para realizagdo desses testes houve a
necessidade de adquirir os anticorpos monoclonais, que possuem custo elevado e o
tempo requerido para realizagao desse teste foi muito longo, portanto, apontando para
necessidade de desenvolvimento de testes simples para caracterizagdo dos isolados
que possam ser aplicados em laboratérios que nao sejam de referéncia.

Os ensaios de tipagem molecular baseados na amplificagdo do DNA oferecem
vantagens sobre os demais testes como o de eletroforese de campo pulsado apds
digestdo com enzimas de restrigdo (PFGE), devido a facilidade de execugado desses
testes e o curto tempo requerido para a sua realizagao e sobre a técnica de hibridizagao
de DNA, que além de complexa requer grande quantidade de DNA purificado. BROWN

et al., 1997, testaram trés diferentes métodos de PCR, como AP-PCR e LS-PCR
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baseados na utilizagdo de primers Unicos e randOmicos. Estes testes apesar da
facilidade para serem realizados n&o possuiram a capacidade de diferenciar cepas de
leptospiras pertencentes a diferentes espécies. Naquele estudo o autor verificou que
sorovares “ da espécie L. interrogans como canicola e portlandvere e
icterohaemorrhagiae e copenhageni nao foram distinguiveis.

A estratégia do método de PCR baseado na amplificagdo entre sequéncias
repetidas de DNA gendmico, tem sido descrito como um sistema alternativo para
caracterizagdo de diferentes microorganismos para estudos epidemiologicos. Nesse
estudo a padronizagdo do meétodo foi realizada com 26 cepas de referéncia
pertencentes a seis espécies patogénicas e uma nao patogénica para determinar o
poder de discriminagdo do mesmo. Os resultados indicaram que através desse método
que as cepas de diferentes espécies nao tiveram o mesmo padrio (poder
discriminatdrio de 100%) e dentro de cada espécie as cepas nao apresentaram padroes
iguais a de outros sorogrupos. O método utilizado pode diferenciar as cepas em
espécies e comparado com outros ensaios como RAPD-PCR, PFGE, tem a vantagem
de ser de facil execugio e de requerer um curto tempo para sua realizagéo.

Os resultados das cepas isoladas de casos humanos e ratos demostraram que
98,8% das amostras de humanos e 100% das de ratos testadas tiveram padrao
semelhante ao sorogrupo Icterohaemorrhagiae. Finalmente, apesar do PCR nao poder
diferenciar as cepas em sorovares, € um método simples e eficiente para
caracterizacdo das cepas se comparado com a microaglutinagdo com soros

heterélogos.
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7 CONCLUSOES

1. A sensibilidade do PCR para diagnostico foi de 44% (36/83) em amostras de urina e
21% (16/78) em amostras de plasma, dificultando a utilizagdo deste teste como
rotina laboratorial.

2. Apesar da baixa sensibilidade o PCR foi capaz de identificar 39% (11/28) de
pacientes que n&o foram confirmados pela MAT e cultura, demonstrando a eficiéncia
do PCR na detecc¢éao da leptospirose.

3. A baixa sensibilidade do PCR, principalmente em amostras de plasma pode estar
relacionadas: com a fase em que as amostras dos pacientes foram obtidas, com o
uso de antibiéticos e com o tempo prolongado para processamento das amostras.

4. As alternativas para o aumento da sensibilidade podem ser a hibridizagdo dos
produtos amplificados ou utilizagao de técnicas mais elaboradas para a extragao de
DNA.

5. A tipagem molecular baseada na amplificacdo entre elementos repetitivos(IS 1500 e
IS 15633) mostrou ser um método que pode diferenciar as cepas em espécies e
sorogrupos e comparado com outros ensaios, tem a vantagem de ser de facil
execucao e de requerer um curto tempo para sua realizagao.

6. O método de tipagem molecular pelo PCR demonstrou ser reprodutivel e eficiente
para caracterizagdo de cepas de leptospiras isoladas de investigagdes
epidemioldgicas.

7. O método nao foi sensivel para discriminagao de sorovares e por isso ndo pode ser

utilizado para estudos de epidemiologia molecular.
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