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1. INTRODUCAO

A leptospirose € uma doenca de importancia global para a saude, causada
por Leptospira spp., principalmente a espécie Leptospira interrogans (ALDER;
MOCTEZUMA, 2010; JANCLOES, 2014; HAGEDOORN et al., 2024). Esta é
altamente endémica em regiées Umidas e subtropicais, como o Brasil, com diversos
animais identificados como fontes de infec¢cdo humana. Em animais, a leptospirose
€ clinicamente caracterizada por multiplas lesdes orgéanicas e abortos, sendo,
portanto, uma fonte significativa de perdas econémicas.

A deteccdo e a caracterizacdo de Leptospira a partir de amostras clinicas,
através de técnicas moleculares, é critica para a epidemiologia da leptospirose, o
desenvolvimento de vacinas, a prevencao e o tratamentos direcionados (AHMED
et al., 2011). Também facilita a descoberta de novas espécies e sorovares.

Embora diversos protocolos moleculares tenham sido descritos para a
caracterizacdo de Leptospira (ROMERO et al., 2009; SANTOS et al., 2021; DE
OLIVEIRA et al., 2022; PACCE et al., 2022), poucos possuem a capacidade de
detectar diretamente espécies de Leptospira em amostras clinicas.

Além disso, muitas dessas técnicas sdo caras, demoradas e inadequadas
para diferenciar entre espécies patogénicas e intermedidrias. A pesquisa continua
por métodos de tipagem acessiveis levou ao desenvolvimento de técnicas
moleculares independentes de cultura, como a andlise de high resolution melt
(HRM), que oferece dados digitais comparaveis entre paises (HARTSKEERL,;
SMYTHE, 2015).

O HRM utiliza quimicas acessiveis como o EvaGreen®, realizado em
instrumentos de PCR em tempo real sem a necessidade de sondas, tornando-o
relativamente barato e facil de implementar. O principio basico é a geracao de perfis
de curva de fusé@o, resultantes de variagbes de sequéncia em DNA de fita dupla.
Este método é mais rapido, realizado em menos de 2 horas, com reducéo
significativa do risco de contaminacao e alta especificidade em comparacédo a
outros métodos. O potencial da analise HRM para detectar e diferenciar duas
espécies de Babesia (Babesia bovis e B. bigemina) foi avaliado por GIGLIOT]I et al.
(2021). Além disso, PELAEZ-SANCHEZ et al. (2017) diferenciaram com sucesso
11 espécies de Leptospira com base nas temperaturas de fusao (Tm) e perfis de
curva em um ensaio de PCR-HRM. No entanto, o estudo relatou limitacées em sua
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capacidade de distinguir entre algumas espécies e recomendou a inclusdo de
marcadores genéticos adicionais.

Também h& necessidade de validar os ensaios HRM para o diagndstico de
Leptospira usando amostras clinicas. Para avancar no conhecimento existente,
este estudo pretende direcionar trés regides do DNA de Leptospiraja definidas para
amplificacdo e caracterizacdo de sorovares diretamente de amostras clinicas,
utiizando uma analise multiplex qPCR-HRM. Este estudo também pretende
conduzir estudos de validacdo abrangentes, essenciais para avaliar as
caracteristicas de desempenho (sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade)
dos ensaios HRM, que faltaram em estudos anteriores (TULSANI et al., 2010;
NAZE et al., 2015; HARRISON; HANSON, 2017; ESTEVES et al., 2018). Nenhum
desses relatérios sobre analise HRM conseguiu validar ou compara-la com o
sequenciamento. O objetivo deste estudo sera, portanto, desenvolver e validar um
ensaio molecular de diagndstico de leptospirose simples, rapido e de baixo custo,
baseado em multiplex-gPCR-HRM.

2. METODOLOGIA

Para atingir o objetivo estabelecido, as sequéncias génicas publicadas para
rRNA 16S, lipL32 e secY foram baixadas do GenBank e utilizadas para a analise.
Trés regides-alvo no RNA 16S foram selecionadas. Apds a classificacdo, grupos
de sequéncias foram obtidos e inspecionados visualmente para selecionar as
regides-alvo por alinhamentos multiplos com o algoritmo Clustal W, incluido no
programa BioEdit versédo 7.2.5 (HALL, 1999).

Os cinco conjuntos de primers foram projetados com base nos seguintes
objetivos: (i) distincdo precisa entre espécies infecciosas e nado infecciosas de
Leptospira; (i) deteccdo especifica e diferencial de espécies patogénicas de
Leptospira; (iii) e deteccdo diferencial de Leptospira a nivel de subespécies. Os
primers foram projetados nas regides conservadas utilizando a ferramenta online
Primer 3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) para produzir amplicons de PCR de
diferentes tamanhos e diferentes conteddos de GC, para permitir separacao
suficiente entre as regides de fusdo dos patdégenos-alvo em consideracdo. A
especificidade de cada sequéncia de primer foi verificada utilizando a ferramenta
Basic Local Alignment Search Tool (NCBI/Primer-BLAST).

Para evitar reacdes de amplificacdo ineficientes, como a formacao de
dimeros de primer, todos os primers também foram verificados quanto as suas
propriedades termodinamicas, estruturas secundarias e interagdes primer-primer
usando os programas Oligo-Explorer v1.2 e Oligo-Analyzer v1.1.2 (Gene LinkTM,
Estados Unidos). Finalmente, os conjuntos de primers mais promissores, com
potencial de detectar espécies infecciosas de Leptospira e discriminar entre as
diferentes espécies do grupo patogénico de Leptospira, foram selecionados.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Fig 1: llustracéao dos resultados de alinhamento de sequéncias multiplas para o
gene lipL32. As barras azuis mostram as regides conservadas, enquanto as
barras amarelas representam a regiao variavel
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Fig 2: llustracéo dos resultados de alinhamento de sequéncias multiplas para o
gene rRNA 16S. As barras azuis mostram as regides conservadas, enquanto as
barras amarelas representam a regido variavel
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Fig 3: llustracéo dos resultados de alinhamento de sequéncias multiplas para o gene
secY. As barras azuis mostram as regides conservadas, enquanto as barras amarelas
representam a regiéo variavel

4, CONCLUSOES

Os primers desenvolvidos demonstraram o potencial de amplificar os
genes-alvo e diferenciar entre varias espécies patogénicas de Leptospira. Esses
primers serdo submetidos para aprovacao de patente.
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