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RESUMO

A leptospirose é uma zoonose de distribuicdo mundial causada por bactérias classificadas no
género Leptospira spp. Em bovinos é classificada como uma importante doenca da reproducéo
associada com significativas perdas econémicas, especialmente em rebanho bovino leiteiro.
Diante disso, este trabalho teve como objetivo realizar a classificagdo taxonémica de dois
isolados bacterianos pertencentes ao género Leptospira spp mediante a caracterizacdo
sorolégica e molecular das cepas bacterianas, assim como realizar a analise comparativa dos
isolados regionais com cepas de referéncia diretamente associadas ao desenvolvimento da
doenca em humanos e cepas de importancia veterinaria. A classificacdo taxonémica do género
Leptospira spp foi desenvolvida com a utilizacdo de anticorpos monoclonais selecionados de
acordo com historico de prevaléncia da doenga na regido em estudo e aplicados na metodologia
de microaglutinacdo para a determinacdo da classificacdo soroldgica, na qual estdo inclusos a
caracterizagcdo de sorogrupo e sorovariedade. A microaglutinacdo indicou que os isolados
denominados Lagoa e Bolivia pertencem ao sorogrupo Sejroe e sorovariedade Hardjo. A
identificacdo da espécie das cepas em estudo foi realizada com a utilizacdo de genes
conservados, incluindo 16S rRNA ribossomal e secy, os quais confirmaram a classificacdo dos
isolados na espécie Leptospira interrogans. No estudo comparativo das cepas regionais e de
referéncia foram selecionados os genes ORF14, ORF15, ORF22, ORF36 localizados no lécus
rfb, o qual € descrito estar associado a codificacdo de lipopolissacarideos de membrana, genes
associados a viruléncia do microrganismo, denominado LigB e elementos mdveis do genoma,
conhecidos como 151533 e 1S1500, com os quais foram realizadas quantificagdo do nimero de
copias distribuidas no genoma mediante aplicacdo da técnica de Real time PCR. As analises
permitiram identificar diferencas significativas destes elementos moveis entre os isolados com
idéntica classificacdo taxondémica. Também foram realizados sequenciamento parciais destes
elementos, 0s quais sugeriram a ocorréncia de transferéncia lateral entre cepas classificadas nas
espécies Leptospira interrogans e Leptospira borgpetersenii pertencentes a sorovariedade
Hardjo. A analise comparativa com o gene ORF22 permitiu a discriminacdo de cepas ao nivel
de sorogrupo e sorovariedade, enquanto a ORF36 mostrou-se Unica para cepas classificadas no
genotipo hardjoprajitno. Por fim, o sequenciamento completo do genoma da cepa Norma
permitiu a identificagdo diferenciada de genes associados a viruléncia entre cepas de Leptospira
spp. Portanto, os ensaios desenvolvidos sugerem que estes genes podem contribuir na
identificacdo, classificacdo e estudos moleculares epidemiolégicos do género Leptospira spp.

Palavras chave: Leptospirose bovina, gen6tipo hardjoprajitno, sequenciamento genomico,
sequéncias de insercdo, locus rfb.
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ABSTRACT

Leptospirosis is caused by pathogenic spirochetes of the genus Leptospira spp. This zoonotic
disease is distributed globally and affects domestic animals, including cattle. In livestock
production, Leptospira interrogans serogroup Sejroe serovar Hardjo and Leptospira
borgpetersenii serogroup Sejroe serovar Hardjo remain important species associated with this
reproductive disease. Previous studies on Brazilian livestock have reported that L. interrogans
serovar Hardjo is the most prevalent leptospire agent in this country and that it is related to
leptospirosis clinical signs, leading to economic loss in production. Here, we focused on
describing the isolation of three clinical strains obtained from leptospirosis outbreaks.
Serological and molecular typing using housekeeping genes (secY and 16SrRNA), rfb locus
genes (ORF 14, ORF15, ORF22, ORF36), virulent gene (LigB) and mobile elements (1S1500
and 1S1533) were applied for the identification and comparative analysis of Leptospira spp. Our
results confirmed the isolation of L.interrogans serovar Hardjo in Brazilian livestock. Genetic
analysis using ORF22 and ORF36 lead us to group leptospira into serogroup taxonomic degree
of classification. Genetic approaches were also applied to compare leptospira strains using
IS1500 and 1S1533 copy number analysis. The results suggest genetic variability among L.
interrogans serovars species of reference bacterial strains and clinical isolates, which may
contribute to leptospirosis identification and bacterial genetic variability. Furthermore, the
results allow us to identify our three isolates (Norma, Lagoa and Bolivia) as belonging to L.
interrogans species. Finally, we performed the whole genome sequence of Norma strain and
distinct virulence associated genes profile were detected. Those results may contribute to
improving the identification and epidemiological studies of leptospirosis in livestock
production.

Keywords: Leptospirosis, bovine, Hardjo, isolation, Hardjoprajitno
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1 INTRODUCAO

As leptospiroses s&o zoonoses
bacterianas de importancia médica e
econdmica  distribuidas ~ mundialmente

causadas por diferentes espécies do género
Leptospira spp. Na classificagdo taxondmica
as leptospiras sdo classificadas na ordem
Spirochaetales, familia  Leptospiraceae
(Faine et al., 1999) e até o inicio da década
de 80 a classificacdo destes microrganismos
era realizada de acordo com caracteristicas
antigénicas, dividindo o género em duas
espeécies: Leptospira interrogans,
compreendendo 0s sorovares patogénicos e
Leptospira biflexa, compreendendo
sorovares nao patogénicos. Esta divisdo
realizada com base em critérios de reacoes
sorolégicas especificas resulta em 23
sorogrupos constituidos por
aproximadamente 250 sorovariedades de
Leptospiras patogénicas e saprofitas (Faine
etal., 1999).

Em 1987 foi proposta uma nova
classificagdo do género Leptospira em
espécies gendmicas baseada na homologia
de DNA pela reagdo de hibridizacdo e
caracteristicas fenotipicas. A
heterogeneidade  genbmica  encontrada
permitiu propor oito espécies patogénicas, L.
alexanderi, L. borgpetersenii, L. faine, L.
inadai, L. interrogans, L. kirschneri, L.
santarosai e L. weilii. e trés espécies
saprofitas L. biflexa, L. meyeri e L.
wolbachii (Yasuda et al., 1987; Ramadass et
al., 1992). A classificagdo taxonémica do
género Leptospira spp é divergente dos
demais géneros bacterianos, no qual além da
identificacdo de espécie, ha a identificacdo
de bactérias em nivel de sorogrupo e
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sorovariedade e em casos especificos é
possivel a identificacdo de gendtipo.

Em bovinos, a sorovariedade de
maior relevancia na leptospirose bovina é a
sorovariedade Hardjo, pertencente as
espécies L. borgpetersenii e L. interrogans.
A L. borgpetersenii sorovariedade Hardjo
apresenta-se mais adaptada a espécie bovina
e corresponde a sorovariedade descrita com
elevada  frequéncia  em inquéritos
soroldgicos bovinos, enquanto a L.
interrogans serovar Hardjo est4 diretamente
associada ao quadro clinico da leptospirose
(Ellis, 1994). A sorovariedade Hardjo
apresenta uma particularidade quanto a
taxonomia com a classificacdo em gendtipo,
compreendendo o genétipo Hardjobovis e
Hardjoprajitno, respectivamente. Na
comparagdo dos gendtipos hardjoprajitno e
hardjobovis sdo descritas diferengas como
regibes geograficas de isolamento, quadro
clinico da leptospirose e divergéncias quanto
aos parametros moleculares.

Os genotipos hardjoprajitno e
hardjobovis foram descritos em diferentes
paises no mundo. O primeiro isolamento do
gendtipo hardjoprajitno foi descrito na
Indonésia com isolamento do agente de
paciente humano em 1936 (Faine et al.,
1999). Relatos no Reino Unido, México e
Nigéria confirmaram a presenca do gendtipo
hardjoprajitno e associagio com O
desenvolvimento da doenca em animais
(Zuerner et al., 1993). Na América Latina a
primeira descricdo da sorovariedade hardjo,
gendtipo hardjoprajitno foi realizado na
Argentina com o isolamento da espécie
bovina relatado por Myers e Jelambi (1975).
No Brasil, o primeiro relato de isolamento
da sorovariedade Hardjo foi realizado no
estado de Minas Gerais e descrito por
Moreira (1994) com a obtencdo da cepa



Norma, classificada na espécie Leptospira
interrogans sorogrupo Sejroe sorovariedade
Hardjo  gendtipo  Hardjoprajitno. A
importancia da leptospirose bovina no Brasil
reside no fato de ser uma doenca reprodutiva
de notificacdo ndo obrigatoria por 6rgados e
entidades publicas do pais, ser responsavel
por perdas econdmicas no rebanho bovino
leiteiro e controle questionavel. A presente
investigacdo  pretende  contribuir  no
conhecimento de cepas isoladas de
Leptospira spp. obtidas no estado de Minas
Gerais para o desenvolvimento de métodos
eficientes na identificacio de cepas
bacterianas do género Leptospira spp
utilizando-se  marcadores  moleculares
especificos para diferentes regibes do
genoma de Leptospira spp. € mediante a
realizacdo do sequenciamento completo do
genoma de cepa bacteriana isolada no
Estado de Minas Gerais.

1.1 OBJETIVOS

O objetivo inicial deste trabalho

foi realizar a identificacdo sorologia e
molecular de dois isolados do género
Leptospira spp, utilizando anticorpos

monoclonais e técnicas de PCR com
sequenciamentos parciais de diferentes
regibes codificadoras do genoma como
estratégias de classificacdo taxondmica e
analise comparativa dos isolados regionais e
cepas de referéncia com relevancia na
patogenia em bovinos e humanos. A analise
comparativa teve por objetivo identificar
regibes gendmicas codificadoras com
potencial para aumento da especificidade no
diagndstico da leptospirose bovina para
contribuicdo no conhecimento
epidemioldgico em estudos de prevaléncia
desta patologia. Como fundamentado na
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introducdo, a L.interrogans sorovariedade
Hardjo genotipo hardjoprajitno,
historicamente foi isolada de paciente
humano e em Minas Gerais representa a
sorovariedade de maior prevaléncia no
rebanho bovino.

1.1.2 Objetivos especificos

Foi proposta a comparacdo do
perfil genético das cepas classificadas como

L. interrogans sorogrupo Sejroe
sorovariedade Hardjo gendtipo
Hardjoprajitno com diferentes

sorovariedades classificadas nas espécies
Leptospira interrogans e  Leptospira
borgpetersenii mediante a anlise de regides
especificas do genoma denominadas regifes
conservadas (16SrRNA e secy), regido
antigénica (LigB), regides codificadoras de
lipopolissacarideos de membrana (lécus rfb)
e elementos mdveis (sequéncias de insercao
IS1500 e 1S1533) descritos nestas espécies
gendmicas e envolvidos com recombinagao
genética.

Avaliacdo in silico de genomas
fechados de cepas de referéncia de
Leptospira spp disponiveis em banco de
dados com sequéncias comuns de 1S1500 e
IS1533 para aplicagdo in vitro na analise
comparativa de cepas de Leptospira spp.

Avaliacdo e quantificacdo do
nimero absoluto de elementos moveis
(1S1500 e IS 1533) do genoma em diferentes
cepas L. interrogans e L. borgpetersenii
mediante o uso de real-time PCR.

Sequenciamento  completo  do
genoma da cepa Norma, classificada na
espécie Leptospira interrogans sorogrupo
Sejroe  sorovariedade Hardjo gendtipo
hardjoprajitno, utilizando a tecnologia de



pirosequenciamento de DNA no
equipamento 454 (Genome Sequencer —
FLX), em colaboracdo com o Laboratério
Nacional de Computacdo  Cientifica
(LNCC), com o objetivo de aprofundar o
conhecimento acerca da L.interrogans
sorovariedade Hardjo genotipo
hardjoprajitno str.Norma com o propdsito de
identificar diferencas com demais cepas de
referéncia que contribuam para explicar
caracteristicas fenotipicas e patogénicas
deste gendtipo.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 HISTORICO

A primeira  descricdo  da
leptospirose foi realizada por Weil, em
1886, como uma espirogquetose, uma
sindrome ictero-infecciosa febril, que
posteriormente ficou como conhecida como
Doenca de Weil. O agente etiologico foi
descoberto por Inada e colaboradores, em
1916, no Japdo, em meio de cultura de
Noguchi (Faine et al., 1999). A primeira
citacdo da leptospirose bovina foi publicada
na URSS por Mikhin e Azhinov, 1935
(Amatredjo et al., 1975), que isolaram
Leptospira gripothyphosa de vacas com
infeccdo e hemoglobindria aguda.

22 AGENTE ETIOLOGICO E
CULTIVO

As leptospiras sd0 microrganismos
helicoidais, flexiveis e méveis, medindo 6 a
20 wm de comprimento e 0,1 um de
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didmetro. Possuem um corpo citoplasmatico
com dois filamentos axiais enrolados em
espiral envolvidos em uma membrana
externa. As leptospiras possuem  as
extremidades dobradas em forma de gancho.
S&o visualizadas por microscopia de campo
escuro ou contraste de fase (Faine et al.,
1999). As leptospiras sdao microrganismos
aerobios obrigatorios, utilizando &cidos
graxos de cadeia longa saturada e insaturada
como fonte de energia e carbono. Os &cidos
graxos sdo requeridos como fonte de
lipideos, ja que elas ndo podem sintetiza-los
(Faine et al., 1999).

O cultivo de leptospiras é realizado
em meios de Fletcher (Fletcher, 1928) e
Stuart (Stuart, 1946) acrescidos com 8 a
10% de soro de coelho ou Ellinghausen -
Mac Cullogh - Johnson- Harris (EMJH),
acrescido de albumina e é&cidos graxos
(Ellinghausen; McCullough, 1965).

2.3 CLASSIFICACAO
TAXONOMICA

A classificacdo taxondmica de
bactérias classificadas no género Leptospira
spp  apresenta  critérios  distintos a
classificagdo bacterioldgica de
microrganismos. A definicdo do género
Leptospira spp é realizada de acordo com a
descricdo de caracteristicas morfoldgicas
como motilidade, flexibilidade, crescimento
6timo em pH 7.2-7.6 a 28°C — 30°C e
visualizacdo do agente em campo escuro
com crescimento adequado de 6 — 14 dias.



A classificacdo ao nivel de espécie
em bactérias corresponde a base de
classificacdo taxondmica bacteriana, de
acordo com regras internacionais de
nomenclatura. Historicamente, a técnica de
hibridizacdo do DNA foi indicada como a
metodologia de referéncia para O
delineamento de identificacdo de espécies
bacterianas no género Leptospira spp
(1031), porém devido & dificuldade na
aplicacdo da técnica na rotina laboratorial
diversas metodologias moleculares foram
descritas com 0 objetivo de caracterizacéo
destes microrganismos, como por exemplo,
a andlise de regifes 16S rRNA e 23S rRNA
ribossomais. As andlises genbmicas destas
regiGes permitem a identificacdo da espécie
de leptospiras (Perolat et al., 1994) .

A classificacdo taxdnomica do
género Leptospira spp. apresenta duas bases
de classificagdo, dentre elas a identificacao
sorolégica e genética. Em nivel sorolégico
as bactérias do género podem ser
classificadas em sorogrupo e sorovariedade
e a identificacdo genética permite a
determinagdo taxonémica ao nivel de
espécie e, em alguns casos, a determinacao
em nivel de genétipo (Faine et al., 1999). A
sorovariedade € definida mediante a
aplicacdo de reacdo de aglutinagdo com o
uso de grupos de anticorpos especificos
(anticorpos monoclonais) escolhidos de
acordo com critérios epidemioldgicos como
hospedeiro do agente, regido geografica de
isolamento, caracteristicas do ambiente
(urbano e rural) e histérico de isolamentos
na regido de estudo. Teoricamente, a
sorovariedade corresponde ao grupo de
leptospiras que apresenta em comum
antigenos  especificos  expressos  em
superficie de membrana e codificados por
genes localizados no lécus rfb e
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identificados nas provas sorolégicas (De la
Pefla-Moctezuma et al., 1999).
Aproximadamente 100 genes distintos séo
responsaveis por caracteristicas soroldgicas
deste grupo bacteriano. A grande variedade
de proteinas sintetizadas neste l6cus
bacteriano resulta em um grande nimero de
sorovariedades existentes neste género
bacteriano. De forma geral, leptospiras
classificadas no mesmo sorogrupo e na
mesma sorovariedade estdo classificadas na
mesma espécie gendmica, porém isso nao
acontece em cepas classificadas na
sorovariedade Hardjo. Neste caso, é possivel
identificar leptospiras classificadas em trés
espécies distintas, como L. interrogans,
L.borgpetersenii e L.meyeri. A definicdo de
sorogrupos corresponde aos grupos do
género Leptospira spp. definidos por
associacdo de informagdes soroldgicas e em
analises gendmicas. Na maior parte dos
grupos do género Leptospira spp. 0S
microrganismos classificados na mesma
espécie pertencem também a mesma
sorovariedade, e assim, ao mesmo
sorogrupo, porém existem exemplos nos
qguais microrganismos classificados na
mesma sorovariedade estéo classificados em
espécies diferentes, como por exemplo, 0
sorogrupo Sejroe, no qual esta classificada a
sorovariedade Hardjo.

Os  diversos  sorogrupos e
sorovariedades  descritas no  género
Leptospira spp devem apresentar no critério
de aglutinacdo diferenca minima de 10%
guando comparadas entre si. A partir deste
critério os grupos com relagdes antigénicas
mais proximas sdo classificadas no mesmo
sorogrupo, nos quais 0s membros possuem o
mesmo grupo de antigenos e ndo apresentam
reacdo cruzada significante com membros de
outros sorogrupos (Faine et al., 1999). O



ltimo nivel de classificacdo de isolados do
género Leptospira spp € conhecido como
nivel subsorovariedade ou genotipo (Faine et
al., 1999). Este nivel adicional de
diferenciagdo e classificacdo de isolados do
género Leptospira spp é aplicado somente
para a sorovariedade Hardjo, na qual estdo
classificados os subtipos hardjobovis e
hardjoprajitno, pertencentes as espécies L.

borgpetersenii e L. interrogans,
respectivamente.
24 FONTES DE INFECCAO E

TRANSMISSAO

As principais fontes de transmisséo
da leptospirose correspondem com o contato
com a é&gua contaminada com urina
contaminada de animais portadores como
ratos (Rattus novergicus) e cdes no meio
urbano e bovinos e equinos no meio rural.
Os bovinos desempenham um importante
papel na manutencdo e transmissdo do
agente etiolégico causando surtos no
rebanho. A transmissdo do microrganismo
em bovinos pode ocorrer de forma direta ou
indireta. A transmissdo direta ocorre por via
sexual e congeénita (via transplacentéria). Em
bovinos, os 6rgados reprodutores podem atuar
na manutencdo do microrganismo (Ellis et
al., 1986, Ellis, 1994).

A forma indireta ocorre com o
contato direto com O6rgdos contaminados,
como por exemplo, restos placentarios ou
fetos abortados de animais. Animais
infectados podem excretar leptospiras na
urina por semanas ou meses apdés a fase
aguda da doenca e no ambiente este agente
infeccioso sobrevive por longos periodos.
2.5 DIAGNOSTICO
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O diagnédstico de referéncia da
leptospirose em bovinos é o Teste de
Aglutinacdo  Microscopica  (Microscopic
Agglutination Test ou MAT) e o isolamento
do microrganismo. A  soroaglutinacdo
permite a identificacgdo do sorogrupo
infectante na regido, entretanto, é um teste
de dificil interpretacdo dos resultados devido
a elevada ocorréncia de reacdo cruzada entre
sorovares de caracteristicas antigénicas
similares, além de exigir a manutencdo de
um grande nimero de antigenos de diversas
sorovariedades. O isolamento do agente
consiste na segunda metodologia indicada
para o diagndstico da leptospirose e este
pode ser feito com a cultura de amostras
clinicas como wurina, sangue, liquido
cefalorraquidianos e tecidos. O cultivo de
Leptospira spp € uma metodologia dificil e
demorada para obtencdo de resultados
conclusivos, mas de grande importancia para
os estudos epidemioldgicos da doenca
(Faine et al., 1999; Hathaway et al., 1986).

2.6 CONTROLE

O controle da leptospirose bovina
é realizado com a vacinagdo do rebanho
bovino com uso de vacinas comerciais.
Recomenda-se a vacinagdo anual de todos os
animais do rebanho. Em regides com
histérico recente de surto de leptospirose
recomenda-se que a vacinagdo dos animais
seja efetuada a cada seis meses (Faine et al.,
1999).

2.7 GENOMICA DE LEPTOSPIRA

@) trabalho pioneiro de
sequenciamento completo do genoma de
bactérias do género Leptospira foi referente
a  especie Leptospira interrogans



sorovariedade Lai cepa 56601 (Ren et al.,
2003), a qual foi isolada de humano com
quadro clinico de leptospirose. O estudo de
genomas neste género foi descrito a seguir
na sorovariedade Copenhageni cepa L1-130
classificada na espécie L. Interrogans, na
espécie L. borgpetersenii sorovariedade
Hardjo gend6tipo hardjobovis cepas L550 e
JB197 e na espécie saprofita L. biflexa cepas
Patoc e Paris (Nascimento et al., 2004,
Bulach et al., 2006, Picardeau et al., 2008.

Atualmente, um grande nimero de
sequenciamento e anotagdo parciais de
genomas de diversas sorovariedades estéo
disponiveis no banco de dados do National
Center Biotechnology Institute (NCBI),
incluindo a sorovariedade Hebdomadis,
Wolffi, Australis. As leptospiras pertencem
ao filo  Spirochaetales, o0s quais
correspondem a maior estirpe filogenética
bacteriana classificada em protobactéria e
pertencem ao grupo procarioto com mais de
um cromossomo, em conjunto com Vibrio
cholarae e Ralstonia solaceratum (Dryselius
et al, 2008). Estudos comparativos
interespécies de grupos de protobactérias
indicam a presenca de dois Cromossomos
ndo proporcionais, sendo 0 segundo com
tamanho bem reduzido quando comparado
ao primeiro. Em Ralstonia solanacearum e
Burkholderia pseudomallei os estudos
revelaram 0 cromossomo maior contendo
grande parte dos genes relacionados com o
crescimento bacteriano e genes essenciais,
enquanto o segundo com ndmero bem
reduzido de genes, dentre 0s quais a maior
parte sem funcdo estabelecida e genes
correlatos com fungdes transcricionais
(Dryselius et al., 2008).

Similar ao descrito para 0s
genomas de Vibrio cholarae e Ralstonia
solaceratum, em Leptospira spp, 0 genoma
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destes microrganismos sdo compostos por
dois cromossomos circulares, um grande
com aproximadamente 4,35 Mb e um
pequeno com tamanho aproximado de 0,35
Mb. O seu genoma possui conteudo médio
de G+C de 36% com aproximadamente
4.900 sequéncias abertas de leitura, as quais
50% ndo apresentam homologia com regides
codificadoras conhecidas ou ort6logos com
proteinas de outros microrganismos (Ren et
al., 2003). O pequeno replicon presente no
genoma deste género bacteriano foi descrito
como  cromossomo com base na
identificacdo do gene MetF, o qual ¢é
responsavel por codificar a enzima metileno
tetrahydrofolato redutase. Genes
relaciondaos com  fungbes de vias
metabolicas, como glicélise, ciclo do acido
tricarboxilico, assim como enzimas de
biossintese de cofatores podem  ser
identificadas distribuidas nos cromossomos |
e Il. A conexdo funcional entre os dois
replicons justifica a definicdo do pequeno
replicon como de fato um segundo
cromossomo do género (Ren et al., 2003,
Nascimento et al., 2004).

Em relagdo ao metabolismo foram
identificados genes relacionados com
utilizacdo de &cidos graxos de cadeia longa,
acido tricarboxilico e cadeia transportadora
de elétrons, concluindo que as leptospira
geram adenosina trifosfato ATP  por
fosforilagdo oxidativa, ao contrario de
espiroquetas  Treponema  palladium e
Borrelia burgdoferi que geram ATP
somente por fermentacdo de aclcares (Ren
et al., 2003). Estudos referentes a0 genoma
da sorovariedade Copenhageni relataram a
presenga de genes relacionados com sintese
de cobalamina, elemento essencial para
sintese de vitamina B12, distribuidos nos
cromossomos | e 1l deste microrganismo. Na



comparagdo de vias metabdlicas das
espécies L. interrogans e L. borgpetersenii é
possivel citar diferencas na sintese de
uroporfirinogenio Il entre as espécies
(Nascimento et al., 2004).

Os estudos comparativos do
genoma de leptospiras indicam a observagao
de eventos de inversdo cromossdmica,
presenca de ilhas de patogenicidade e
delecdo gendmica (Nascimento et al., 2004,
Bulach et al., 2006, Picardeau et al., 2008. O
genoma da espécie L. borgpetersenii
sorovariedade Hardjo gendtipo Hardjobovis
apresenta reducdo gendmica de 700 Kb, em
relacdo a espécie L. interrogans (Bulach et
al.,, 2006). Os mecanismos de alteracdo
genbmica destes microrganismos podem
estar associados ao grande ndmero de
elementos maveis distribuidos ao longo do
genoma ou relacionados a0 mecanismo de
adaptacdo do agente infeccioso ao
hospedeiro (Bulach et al., 2006).

A comparagdo de genomas
completos das cepas L550 e JB197
pertencentes a sorovariedade  Hardjo
gendtipo hardjobovis evidenciou rearranjos
genéticos com a participacdo de sequéncias
de inser¢do, justamente localizadas nas
extremidades do locus duplicado S10-spc
operon na cepa JB197, indicando que o0s
elemementos mdveis podem alterar a
organizagdo gendmica dos microrganismos e
mediar a diferenciacdo de cepas bacterianas
(Bulach et al., 2006).

2.8 IDENTIFICACAO DE ESPECIE
DO GENERO LEPTOSPIRA SPP
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2.8.1 Regido conservada - 16Sr RNA
ribossomal

No genoma bacteriano 0s genes
rRNA ribossomais sdo essenciais para a
sobrevivéncia dos organismos, uma vez que
ocorre nas organelas responsaveis pela
sintese protéica. A sequéncia destes genes
corresponde a regides altamente
conservadas, desta forma a caracterizac¢ao do
gene 16S rRNA ribossomal é estabelecida
como metodologia padrdo para a
identificacdo de espécie, género e familias
de bactérias (Amann et al., 1995; Woese et
al., 1987). Ao contrario, poucas sequéncias
de 23S rRNA e 5S sdo utilizadas com o
objetivo de estudos filogenéticos (Fukunaga
etal., 1989).

Em Leptospira spp foram descritos
dois genes codificantes para a regido
16SrRNA que encontram-se dispersos no
genoma, assim como 0s genes referentes as
regibes 23SrRNA e 5S, diferenciando este
género bacteriano de demais bactérias
(Fukunaga et al., 1989; Baril et al., 1992).

A aplicagdo desta regido para
estudos de classificacdo taxonémica foi
descrita em diferentes trabalhos prévios,
dentre o0s quais Morey et al. (2006)
descreveram a diferenciacdo de trés clados
no género Leptospira spp, composto por
espécies patogénicas, ndo patogénicas e 0
terceiro grupo de cepas com indeterminada
patogenicidade e intermediaria correlacéo
entre as sequéncias 16SrRNA. Além disso,
todas as cepas foram identificadas a partir do
gene 16S rRNA, porém o clado de cepas nao
patogénicas apresentaram maior simila-
ridade e, em muitos casos, as diferencas
estavam restritas a um nimero menor de 10
pares de base. Pérolat et al. (1993)



demonstraram que a analise da regido 16S
rRNA em conjunto com enzimas de
restricdo possibilita reagrupar espécies de
leptospiras de acordo com caracteristicas
genéticas. Em estudo filogenético da ordem
das espiroquetas seis grupos distintos foram
identificados, sendo que, no ultimo grupo
foram incluidas as espécies Leptonema illini,
Leptospira biflexa e Leptospira interrogans
que representam o grupo com maior grau de
diferencas na regido 16S Rrna (Paster et al.,
1991).

2.8.2 Regido especifica de identificacdo do
género Leptospira spp (secy- G1-G2)

A organizagdo genOmica de
diferentes grupos e géneros bacterianos
apresentam particularidades, isto é, genes
que  determinam  as  caracteristicas
especificas de determinados géneros. Em
Leptospira spp, 0 gene constitutivo que
permite a identificacio do género ¢
denominado secy e foi descrito inicialmente
como G1/G2. A primeira descrigdo do gene
secy regido G1-G2 foi realizada por
Gravekamp et al.(1993) em estudo
comparativo desta regido em cepas do
género classificadas nas espécies
patogénicas L. interrogans e L.
borgpetersenii. Na organizagdo gendmica do
género Leptospira spp 0 gene secy estd
localizado no operon S10-spc-a, no qual
ocorre sintese de proteinas ribossomais e a
biossintese de secy, o qual é responsavel por
codificar a proteina de membrana com
funcdo de translocase (Gravekamp et al.,
1993).

A avaliagdo deste gene em
diferentes sorovariedades de Leptospira spp
para o diagndstico de leptospirose em
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humanos foi descrita para caracterizacdo de
diferentes isolados com uso de PCR
convencional e, posteriormente, em
associacdo com uma técnica molecular
adaptada a partir da PCR convencional
denominada LSSP-PCR (Low Stringency
Single Polimorphism) - PCR (Oliveira et al.,
2003).

Nesta técnica faz-se avaliacdo de
mobilidade de banda e classificagdo de
cepas de acordo com perfis eletroforeticos
dos isolados. Oliveira et al. (1993)
descreveram  elevado  potencial  de
discriminacdo desta regido em estudos de
leptospirose em pacientes humanos. Em
estudos filogenéticos do género Leptospira
Spp 0 gene secy encontra-se em diferentes
espécies e sorogrupos, representando regiao
genbmica relevante no estudo destas
espiroquetas. Estudos prévios descreveram a
aplicagdo do gene secy na determinacdo de
sorovariedades de isolados e os resultados

encontrados  foram  comparados com
avaliagbes realizadas com genes que
codificam lipoproteinas de membrana

(Lip41, Lip32), gene adK e icdA. Na analise
comparativa dos resultados obtidos o gene
secy mostrou elevada  capacidade
discriminativa de 41 cepas isoladas de
diferentes hospedeiros e em diversas regides
geograficas (Ahmed et al., 2009).

2.9 ANALISE COMPARATIVA DE
LEPTOSPIRA SPP

29.1 Regides de viruléncia e
patogenicidade
As regibes antigénicas no genoma
bacteriano sdo definidas por genes

responsaveis por codificacdo de proteinas
com dominios antigénicos que apresentam



como caracteristica comum a capacidade de
estimulo do sistema imune do hospedeiro
(Faine et al., 1999). A partir da década de 90
0 estudo de determinantes antigénicos no
género Leptospira spp demonstrou avangos
com a identificacdo de proteinas de
membrana externa associadas a mecanismos
de viruléncia e patogenicidade de
leptospiras. Neste grupo estdo inclusas as
proteinas Ompl1 (Haake et al., 1993), Lip41,
Lip36 (Matsunaga et al., 2007b), OMP-A —
Loa22 (Kozumi; Watanabe et al., 2003).

Dentre as proteinas citadas acima,
0 gene Loa22 que codifica a proteina Loa22
lipoproteina que possui em sua estrutura um
dominio na posicdo C-terminal de
homologia com OMP-A e, portanto, descrito
inicialmente com caracteristicas patogénicas
(Haake et al., 2004; Ristow et al., 2001). As
lipoproteinas sdo componentes fundamentais
de membranas de eubactérias e possuem
fungdes  variadas, incluindo  fungdes
estruturais, transportadoras e funcionam
como enzimas com importante papel na
interagdo com o hospedeiro (Cullen et al.,
2004). Estudos recentes de
imunofluorescéncia com a proteina Loa22
demosntraram que esta proteina estd
localizada na membrana externa de
Leptospira spp e sugere a participacdo deste
componente de membrana no estimulo do
sistema imune do hospedeiro,
desempenhando  importante  papel na
viruléncia destes microrganismos (Ristow et
al., 2001).

Estudos recentes mostram a
aplicacdo de genes codificantes de proteinas
com dominio de OMP-A em estudos
filogenéticos bacterianos com o objetivo de
identificacdo e diferenciacdo de cepas com
classificagdo  taxondmica similar. Em
estudos recentes com bactérias classificadas
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no género Chlamidia foi descrita a analise
da regido OMP-A associada a técnica de
RFLP para a caracterizacdo de isolados
bacterianos (Roux et al., 2000).

Em estruturas protéicas  0s
dominios protéicos sdo responsaveis por
determinar  caracteristicas  especificas
associadas a distintos aspectos bacterianos.
Em Leptospira spp 0 segundo grupo
protéico com caracteristicas de viruléncia
reconhecida sdo as proteinas Lig (McBride
et al.,, 2009). Os genes Ligs codificam
proteinas com caracteristicas estruturais
associadas a fatores de viruléncia bacteriana,
envolvendo a interagdo de hospedeiro—
patbgeno com componentes de matriz
extracelular, incluindo fibrinogénio,
colageno e laminina (Cerqueira et al., 2009).

Na familia dos genes Ligs
encontram-se 0s genes LigA, LigB e LigC
dentre os quais somente o LigB pode ser
identificado em todas as espécie patogénicas
de Leptospira spp e apresenta a sequéncia de
nucleotideos com maior nudmero de
polimorfismos em espécie gendmicas de
Leptospira (Mc Bride et al., 2009). Estudos
prévios relatam a aplicacdo do gene LigB em
estudos filogenéticos para a identificacdo e
caracterizacdo de isolados deste género, o
gue possibilitou a caracterizagdo diferencial
de isolados do género Leptospira spp com
diferenciacdo das espécies L. interrogans, L.
Kirchneri, L. borgpetersenii, L. weilli e L.
noguchi (Mc Bride et al., 2009).

Em bactérias como Staphilococcus
aureus, Escherichia coli e diferentes géneros
classificados no grupo das protobactérias, 0s
lipopolissacarideos de membrana sdo
caracterizados como agentes importantes na
patogenia bacteriana e relacionados com
guadros de bacteremia com aumento de fator



de necrose tumoral (TNF), interleucina-1 e
ativacdo de fatores do complemento, além
de estimulo de células dendriticas
(Wakabayashi et al., 1991, Torres et al.,
2006). Porém, em Leptospira spp a
constituicdo destes lipopolissacarideos €
diferencial quando comparada aos diferentes
grupos bacterianos e ndo ha associacdo
direta de patogenicidade com  0s
lipopolissacarideos de membrana (locus rfb).
Os lipopolissacarideos de membrana sdo
moléculas compostas por cadeias de
polissacarideos que apresentam a regido
hidrofébica composta por lipideos e regido
hidrofilica repetida com cadeias de
oligossacarideos que podem apresentar de
dois a seis agUcares na estrutura,
denominadas de antigeno-O. Em bactérias, a
regido do antigeno-O corresponde ao
constituinte primario de lipopolissacarideos
e corresponde a regido diferencial entre os
diversos géneros bacterianos (Shin et al.,
2007). Em Leptospira spp a biossintese do
antigeno-O e lipopolissacarideos ocorre no
I6cus rfb. A primeira descri¢do deste locus
foi realizada por Mitchison et al. (1999), na
espécie L. interrogans, sorovariedade
Copenhageni. No estudo demonstraram que
a regido é composta por 310RFS transcritas
na mesma direcdo e que o principal agucar
componente do lécus corresponde a
rhamnose. A regido e composta por uma
série de glycosyltransferases que atuam na
polimerizagdo do antigeno-O, além de
epimerases e transferases (Bulach et al.,
2000).

Kmenty et al. (1993) descreveram
um estudo sorolégico de diferentes
sorovariedades classificadas no género
Leptospira spp., no qual estudos com
bactérias pertencentes ao mesmo sorogrupo
foram analisadas, dentre eles o sorogrupo
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Sejroe. Os resultados indicaram a correlacéo
direta entre cepas as cepas da sorovariedade
Hebdomadis, Mini e Hardjo.

O segundo estudo descrevendo a
organizacdo do lécus rfb no género
Leptospira spp foi realizado na espécie L.
borgpetersenii,  sorovariedade  hardjo,
gendtipo hardjobovis, no qual identificaram
310RFS transcritas na mesma dire¢cdo com
sintese da rhamnose como principal aglcar
na composicdo do lécus e a ocorréncia de
regibes intergénicas localizadas entre as
regibes codificadoras de proteinas. Foi
identificada uma série de  regides
intergénicas com elevada homologia com
elementos moveis, dentre eles a regido
intergénca entre a ORF14 e ORF15 com
sequéncia de nucleotideos similar a familia
de insercdo 1S5 (Kalambaheti et al., 1999).

Na analise do I6cus rfb da espécie
Leptospira  interrogans  sorovariedade
Hardjo (subtipo hardjoprajitno) foram
identificadas em sua composicdo 320RFS
transcritas na mesma dire¢cdo com regides
intercaladas no genoma compostas por genes
adquiridos da espécie Leptospira
borgpetersenii sorovariedade Hardjo
(subtipo hardjobovis) (ORF1-ORF14 e
ORF21-ORF22) e L. interrogans,
sorovariedade = Copenhageni  (ORF15-
ORF23) por transferéncia lateral de genes.
No estudo comparativo do locus dos
subtipos Hardjoprajitno e Hardjobovis foi
descrito que o locus rfb do gendtipo
hardjioprajitno possui uma ORF diferencial
codificante na regido localizada entre a ORF
4 e ORF 5 denominada de Orf36 (de La-
Pefia-Moctezuma et al.,1999, Kalambaheti et
al., 1999). O lbécus rfb estd diretamente
associado as caracteristicas fenotipicas
atribuidas aos isolados do género Leptospira
spp e na classificagdo soroldgica € descrito



como responsavel por caracteristicas de
sorogrupo e  sorovariedade  destes
microrganismos (de La-Pefia-Moctezuma et
al., 1999).

A dupla composicao deste ldcus no
gendtipo Hardjoprajitno permite sugerir a
aquisicdo de genes e com isso confirmar a
transferéncia lateral de genes que em
procariotos corresponde a um mecanismo
essencial, no qual estdo envolvidos aspectos
evolutivos do microrganismo e relacionados
com a adaptacdo do agente microbiano ao
ambiente ou hospeiro (Dutta; Pan, 2002). O
reconhecimento de transferéncia lateral de
genes em bactérias ocorreu a partir de 1950
com o advento da ocorréncia de resisténcia
bacteriana a antibidticos e a partir da
confirmagdo deste mecanismo, fatores
relacionados com viruléncia de patdgenos e
a adaptacdo de microrganismos ao meio
ambiente foram elucidados (Ochman et al.,
2000).

2.9.2 Sequéncias de
elementos méveis

insercdo —

O genoma bacteriano ¢ composto
por regides conservadas, regides antigénicas,
regides relacionadas com vias metabdlicas e
elementos moveis, no qual estdo
classificados os transposons e as sequéncias
de insercdo. As sequéncias de insercao
representam 0s menores elementos maveis
constituintes do genoma e possuem a
capacidade de movimentacdo e translocacéo
mediante a sintese da proteina transposase,
responsdvel por atribuir a principal
caracteristica destes elementos do genoma
(Mahillon; Chandler, 1998).

No estudo de diversos géneros
bacterianos e em eucariotos foram
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identificados aproximadamente 1500
elementos moveis distribuidos em 20
familias definidas de acordo com as
transposases  codificadas, o grau de
conservacdo do sitio catalitico e organizacao
de repeti¢bes invertidas, caracteristica Unica
das sequéncias de insercdo (Siguier et al.,
2006).

Em relacdo a localizagdo destes
elementos, naturalmente ocorrem em
plasmidios bacterianos, considerados
elementos genéticos acessérios e com
capacidade de transferéncia entre varios
géneros e espécies. Ja em Cromossomos
bacterianos a densidade de elementos
moveis geralmente estd abaixo de 3%,
excepcionalmente em alguns exemplos. A
introducdo do elemento mdvel no genoma
ocorre de forma randémica, porém algumas
bactérias possuem especificidade genémica
para distintas familias de sequéncias de
insercdo (Siguier et al., 2006).

Estes elementos tém  sido
associados com vérios fatores como
resisténcia bacteriana (Boutoille et al.,
2004), viruléncia (Kunze et al., 1991) e por
proporcionar alteragdes metabdlicas
(Schmid-Appert et al., 1997, Schmid et al.,
1997), além de determinar a plasticidade
genbmica em procariotos (Syvanen,1994,
Lawrence et al., 1998). Estdo envolvidos
com a ativacdo e inibicdo da expressdo
génica de diversos genes em
microrganismos (Touchon; Rocha, 2007).

Em Leptospira spp o estudo dos
elementos mdveis foi descrito inicalmente
na década de 1990 com a clonagem e
identificacdo de sequéncias repetidas de
DNA na espécie L. borgpetersenii
(Pacciarini et al., 1992), descrita como
1S1533, classificada na familia 1S110-like.



Em seguida, foram realizados estudos de
identificacdo mediante uso de sondas de
hibridizacdo associadas a enzimas de
restrica0 EcoRI e Hhal especificas para o
gendtipo Hardjobovis no diagnostico clinico
da leptospirose bovina (Zuerner et al., 1993.
Estudos epidemiolédgicos de isolamento de
bactérias do género Leptospira spp
associado com a correlagdo com hospedeiros
e regides geograficas foram desenvolvidos
mediante a identificacdo da sequéncia de
insercdo 1S1533. Nestes estudos foram
identificadas diferentes cepas da espécie L.
borgpetersenii sorovariedade Hardjo
gendtipo Hardjobovis. Zuerner et al. (1993)
descreveram o agrupamento de cepas em 14
diferentes grupos de acordo com o perfil de
restricdo encontrado com as enzimas,
sugerindo que as diferencas genéticas no
genétipo Hardjobovis estdo diretamente
associadas ao diferente nimero de copias
desta sequéncia de inser¢do no genoma e a
mobilidade caracteristica deste elemento
(Zuerner et al., 1993).

A 1S1533 ¢é responsavel por
rearranjos  génicos na  espécie L.
borgpetersenii a partir do flanqueamento do
lI6cus S10-spc-a duplicado na cepa L550
(Kalambaheti et al., 1999). Este elemento
movel foi identificado nas cepas JB197 e
L550 com 84 e 77 cbpias completas no
genoma, respectivamente e corresponde a
3,5% do genoma total desta espécie.

Zuerner et al. (1995) realizaram o
estudo com base na metodologia de PCR
especifica para a identidficacdo do ndmero
de copias de 1S1533 em sorovariedades
pertencentes a espécie gendmica L.
interrogans. No estudo foram utilizadas
varias conjugacdes de iniciadores (primers)
para a caracterizagdo de isolados, dentre os
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quais foram identificados amplicons de
tamanhos variados no genoma.

Em L. interrogans a sequéncia de
insercdo descrita em diferentes
sorovariedades € denominada de 1S1500.
Este elemento foi inicialmente descrito por
Zuerner et al. (1995) que a partir da analise
da sequéncia de nucleotideos de 1236bp
identificaram caracteristicas estruturais de
sequéncias de inser¢do com sequéncias
repetidas invertidas (IRs) na regido central
do fragmento de 1159bp. O elemento foi
entdo descrito como 1S1500. A localizacdo
de algumas sequéncias de inser¢do 1S1500
estdo associadas com regifes do genoma que
sofreram grandes rearranjos genéticos em
Leptospira spp.

Zuerner et al. (1995) aplicaram a
técnica de hibridizacdo para a caracterizagao
da sequéncia de insercdo 1S1500 em
sorovariedades classificadas na espécie L.
interrogans e determinaram a presenca de
uma copia completa do elemento moével na
sorovariedade icterohaemorrhagiae cepas
Verdun e RZ11, enquanto em diferentes
sorovariedades foram identificados
fragmentos do elemento movel 1S1500
descrito como responsavel na ocorréncia de
rearranjos génicos no genoma do género
Leptospira spp.

Kalambaheti et al.  (1999)
descreveram que o lécus rfb encontra-se
localizado em ilha genémica adquirida de
bactéria  Gram-negativa. Na  espécie
Leptospira borgpetersenii, a sorovariedade
Hardjo apresenta em sua estrutura gendmica
sequéncias de insercdo 1S1533 (familia
IS110) distribuidas ao longo do lécus rfb
com flanqueamento dos genes envolvidos na
sintese de lipopolissacharide (LPS) em
Leptospira spp.



Haake et al. (2004) relataram que
as sequéncias de insercdo estdo associadas
aos mecanismos de delecdo, aquisicdo e
transferéncia de genes em  diversos
microrganismos. A transferéncia de material
genético pode ocorrer por via horizontal
(lateral) ou vertical. Em Leptospira spp
evidéncias de transferéncia lateral de genes
foram confirmadas nas espécies Leptospira
biflexa, Leptospira interrogans e Leptospira

borgpetersenii  (Picardeau et al., 2008,
Bullach et al., 2006).
Nascimento et al.  (2004)

realizaram a analise comparativa do genoma
das sorovariedades Lai e Copenhageni
classificadas na espécie L. interrogans. No
estudo foram comaparados diferentes
aspectos do genoma destes microrganismos,
dentre os quais a distribuicdo dos elementos
moveis 1S1500 e ISLinl distribuidos em
grande  nOmero em  sorovariedades
classificadas nesta espécie genémica. No
estudo foi descrito o nimero idéntico de oito
copias no genoma para as duas
sorovariedades patogénicas.

Bullach et al. (2006) sequenciaram
0 genoma completo das cepas L550 e JB197
classificadas na espécie L. borgpetersenii
sorovariedade Hardjo gendtipo Hardjobovis
e determinaram que 12% do genoma desta
sorovariedade é composto por sequéncias de
insercdo. No gendtipo hardjobovis foram
descritas diversas familias de elementos
insercionais que apresentam caracteristicas
distintas no estabelecimento da transposicéo
e na estrutura de sitio catalitico, sendo o
mais frequente a ocorréncia de elementos
moveis com a estrutura DDE. Na analise
comparativa das espécies L. interrogans e L.
borgpetersenii foi identificada uma reducéo
gendbmica de 700 Kb da sorovariedade
Hardjo em relagdo ao genoma da
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sorovariedade Lai. O impacto das
sequéncias de insercdo no genoma de
procariotos ¢é varidvel. Em estudos

filogenéticos com membros da espécie
Bordetella spp, foi indicado que a Bordetella
parapertussis com genoma de 4.77 Kb
possui aproximadamente 100 cOpias de
sequéncias de inser¢do, enquanto a
Bordetella pertusis com 260 sequéncias de
insercdo apresentou reducdo gendmica de
600 Kb (Siguier et al., 2006).

Essa reducéo gendmica foi relatada
por Lawrence et al. (2001), os quais
discutiram a presenga de pesudogenes
distribuidos ao longo do genoma bacteriano
e a associagdo do numero destes
componentes com o influxo de elementos
moveis (transposons). Foi demonstrado que
a formagdo de pseudogenes esta relacionada
com a alteracdo de metabolismo e adaptacéo
destes microrganismos.

2.9.3 Métodos de identificacdo de
elementos mdveis no genoma

A técnica de  hibridizagdo
representa a principal metodologia adotada
para a quantificacdo do numero de copias de
genes descritos como multicopias e foi
descrita para analise de perfil genémico de
isolados do género Leptospira spp (Zuerner
et al, 1993). Atualmente, para a
quantificacdo do numero de colpias de
elementos moéveis no genoma bacteriano a
técnica de real time — PCR quantitativa
corresponde a uma alternativa para a
diferenciagdo do numero de coOpias de
diferentes genes e em diversas cepas
bacterianas. A aplicacdo desta técnica
possibilita a discriminacdo e comparacéo de
microrganismos com classificagéo



taxondnomica diversa. A técnica de Real
Time PCR possui algumas vantagens em
relacdo a técnica de hibridizacdo, como por
exemplo, ser de répida execucdo, exigir
pequena quantidade de material para sua
realizacdo, além de grande precisdo na
quantificagdo do material (Hoebeeck et al.,
2007). Porém, apesar de préatica e eficiente
requer uma plataforma de instrumentacédo
que contém um termociclador com sistema
Otico para a fluorescéncia e coleta da
emissdo e um computador com um software
para a aquisicdo dos dados (Novais; Alves,
2004).

A leitura das amostras baseia-se na
deteccdo e quantificagdo de compostos
fluorescentes que emitem um sinal de luz
que aumenta na proporcdo direta a
guantidade do produto de PCR em uma
reacdo, permitindo monitorar a quantidade
de produto gerado durante todos os ciclos
(Novais; Alves, 2004; Ambion, 2005). O
ponto em que a reacdo atinge o limiar da
fase exponencial, denominado de Cycle
Treshold (Ct), permite a quantificagdo exata
e reprodutivel baseado na fluorescéncia
(Dorak, 2004). Dessa forma, os valores da
fluorescéncia sdo gravados durante cada
ciclo e representam a quantidade de produto
amplificado em tempo real (Applied
Biosystem, 2005).

Existem algumas variagbes nos
métodos de emissdo da fluorescéncia em
PCR em tempo real e diferentes fluoréforos
estdo disponiveis no mercado e podem ser
utilizados de acordo com cada ensaio
especifico, entretanto, 0s compostos
fluorescentes mais utilizados sdo TagMan e
SYBR Green.

A técnica de real time PCR pode
ser aplicada para inferéncias quantitativas e
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qualitativas nos ensaios biol6gicos. Para a
determinacgdo do nimero de cdpias de genes
no genoma sao descritas as metodologias de
andlise de curva padrdo e metodologia de Ct
comparativo. O estabelecimento da curva
padrdo no ensaio de PCR em tempo real tem
por finalidade mensurar valores de Ct a
partir de diluicbes seriadas de DNA
gendmico de cepa controle, para assim
determinar os valores de Ct no estudo de
cepas desconhecidas (Hoebeeck et al.,
2007). O método de Ct comparativo
corresponde a estratégia adicional no
estabelecimento da quantificacdo relativa e
absoluta do nimero de genes no genoma de
determinado microrganismo. A aplicacdo da
técnica de real rime-PCR para a
caracterizacdo de isolados bacterianos foi
demosntrada por Koidl et al. (2007) que
analisaram o nUmero de cOpias de duas
sequéncias de insercdo 1S481 e 1S1001 em
Bordetella pertussis, Bordetella
parapertussis e Bordetella bronchiseptica,
em que em um dos resultados descritos
indica que a IS 481- PCR systems foi mais
sensivel quando comparado com 1S1001
para a detec¢do de B.pertussis.

Em Leptospira spp a aplicacdo da
técnica de Real Time PCR no género
Leptospira foi descrita pela primeira vez por
Ahmed et al. (2009) que desenvolveram uma
metodologia com uso de SYBR Green para
deteccdo de leptospiras patogénicas em
amostras clinicas e neste estudo o gene secy
foi usado como normalizador da reagéo.
Com a finalidade de diagnéstico rapido da
doenca utilizaram sondas referentes as
regifes 16SrRNA ribossomal e Lip32 para a
deteccdo do microrganismo no sangue em
pacientes humanos (Thaipadunpanit et al.,
2000).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 HISTORICO DO ESTUDO

Em uma fazenda de producéo
leiteira localizada no municipio de Santo
Antonio do Monte (regido centro-oeste do
Estado de Minas Gerais) foi identificado um
surto de leptospirose bovina. A confirmacéo
da doenca foi realizada com a associac¢do do
guadro clinico reprodutivo dos animais e
com o exame soroldgico para leptospirose.
A partir de resultados soroldgicos positivos
foi realizada a tentativa de isolamento do
agente, a partir de urina de animais com
manifestacBes clinicas da doenca. O quadro
clinico relatado foi a ocorréncia de aborto,
repeticdo de cio e reducdo da produgdo de
leite. Na tentativa de isolamento do agente
foram confirmados dois isolamentos
positivos de cepas bacterianas classificadas
no género Leptospira, 0s quais foram
denominados Lagoa e Bolivia (Chiareli et
al., 2012).

3.2 DELINEAMENTO
EXPERIMENTAL

Na identificacdo dos isolados
Lagoa e Bolivia e a analise comparativa dos
isolados regionais com as cepas de
referéncia foram realizadas duas analises
distintas no presente estudo. Na primeira

andlise foi estabelecida a necessidade de
realizacdo da identificacdo soroldgica dos
isolados Lagoa e Bolivia com o uso de
anticorpos. Os anticorpos monoclonais
(F106C9 e F16C28) foram selecionados com
base na prevaléncia soroldgica de estudos
prévios e no histérico de isolamento do
agente na regido e sugeridos por
pesquisadores do laboratorio de referéncia
Royal Tropical Institute (KIT), Amsterdam
com sugestdo de aplicacdo da técnica de
soroaglutinagdo microscopica (MAT) para a
determinagdo do sorogrupo e sugestdo da
sorovariedade. Em seguida, para a
identificacdo de espécie foram selecionados
genes conservados para a execucdo da
identificagdo molecular dos isolados Lagoa e
Bolivia. Para o estudo comparativo de cepas
isoladas com bactérias de referéncia foram
selecionados genes associados com a sintese
de LPS (lécus rfb), associados com
viruléncia (LigB) e constitutinte de dominio
de OMP-A (Loa22) e elementos mdveis
relevantes em L. borgpetersenii (1IS1533) e
L. interrogans (1S1500) com aplicacdo da
metodologia de sequenciamento parcial do
DNA gendmico e quantificacdo do nimero
de copias dos elementos mdveis com uso de
Real-time PCR. Por fim, foi realizado o
sequenciamento do genoma completo da
cepa Norma com o objetivo de maior
conhecimento a respeito deste gendtipo
bacteriano, visto que n&o havia genoma
fechado do genétipo Hardjoprajitno.

Figura 1 - Esquema representativo do delineamento experimental aplicado na identificacdo de

Leptospira
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—Sorologia MAT
mAbs

Leptospira spp

o

Analises soroldgicas e gendmicas
aplicadas na caracterizacdo e comparacao
de cepas isoladas e de cepas de referéncia
classificadas no género Leptospira.

3.3 OBTENCAO DAS AMOSTRAS
DE LEPTOSPIRA SPP

Foram utilizadas 12 cepas de
referéncia de Leptospira spp para 0s ensaios

moleculares. As sorovariedades
selecionadas  pertencem as  espécies
genbmicas Leptospira interrogans e

Leptospira borgpetersenii patogénicas para
a espécie humana e bovina (Tabela 1). As
amostras foram cedidas pelo antigo Centro
Pan-Americano de Zoonoses, sendo que, as
cepas denominadas CTG e Mini foram
isoladas em Minas Gerais no ano de 1994,
por Moreira (1994) e tipificadas no Royal
Tropical Institute (KIT), em Amsterdd,
Holanda. Os isolados denominados Bolivia
e Lagoa correspondem aos objetos de
estudo deste trabalho.

1

PCR

32

F106C9 —* Sorogrupo Mini

F16C28 —» Sorovariedade
Hardjo

[ Hardjoprajitno

Hardjobovis

— Lea22
Regides Antigénica ) =+ Seq
— s—-1_ Lig B RFLP

Orf22
Regides Antigénicas Orf3é __, Seq
s Lécus rfb
WZX
wzy
165 rRNA
Regides *I: —* Seq
| conservadas ]
L Elementos Moveis | 1°'%% _, o

151500

151533
Real-time { —+ Seq
151500

3.4 SELECAO DAS CEPAS DE

REFERENCIA DE

LEPTOSPIRA SPP

As cepas de referéncia de
Leptospira spp utilizadas no estudo

genbmico comparativo com os isolados
regionais, incluindo as cepas Lagoa e
Bolivia foram selecionadas de acordo com
diferentes critérios, como por exemplo,
identidade ao nivel soroldgico, classificacdo
em espécie gendmica, importdncia na
leptospirose  bovina e sequenciamento
genbmico completo disponivel para acesso
no banco de dados (NCBI). As espécies
genbmicas selecionadas para todas as
analises envolvendo sequéncias
nucleotidicas do DNA genbmico estdo
descritas na Tabela 1.

referéncia
Leptospira

Tabela 1 - Cepas de
classificadas no género
utilizadas no estudo molecular



Espécie Sorogr upo Sorovariedade Cepa
L.interrogans Icterohaemohrragiae Lai Lai
L.interrogans Icterohaemohrragiae Copenhageni M-20
L.interrogans Icterohaemohrragiae Pomona Pomona
L.interrogans Icterohaemohrragiae Canicola Hond Ultrecht IV
L.interrogans Bataviae Bataviae Von Tienen
L.interrogans Sejroe Hardjo OMS
L.borgpetersenii Sejroe Sejroe Sejroe
L.borgpetersenii Sejroe Hardjo Sponselee
L.borgpetersenii Tarassovi Tarassovi Perepelicin
L.borgpetersenii Mini Mini Sari

3.5 CULTIVO DE LEPTOSPIRA

As sorovariedades de Leptospira foram
cultivadas em meio ligquido de Ellinghausen
e McCullogh, modificado por Johnson e
Harris — EMJH (Johnson et al.,1967). O
meio EMJH foi utilizado no estado
semisolido para manutengdo das culturas
estoques repicadas a cada dois meses. Para
obtencdo de concentracdo adequada de
microrganismo, foram feitos repiques a
partir do meio semisélido para o meio
liquido. O repique foi realizado retirando
um volume de 1 ml de cultivo de Leptospira
na fase exponencial para 10 ml de meio
liquido. As Leptospiras em meio liquido
foram repicadas semanalmente e incubadas
em aerobiose, na temperatura de 29°C, ao
abrigo da luz.

3.6 TECNICAS SOROLOGICAS DE
IDENTIFICACAO DE
LEPTOSPIRA SPP

3.6.1 Anticorpos monoclonais
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3.6.1.1 Selecdo dos anticorpos
monoclonais para identifi-
cacdo de isolados de

Leptospira spp

Os anticorpos monoclonais foram
selecionados considerando pararametros de
histérico de isolamento de bactérias do
género Leptospira na regido e o histérico da
espécie animal do isolamento do agente.
Em Minas Gerais foram isoladas as
sorovariedades Mini e Hardjo, sendo assim

foram  selecionados dois  anticorpos
monoclonais  (F106C9 e  F16C28),
classificados no  sorogrupo  sejroe,

especificos para a identificacdo de cepas
bacterianas da sorovariedade mini e
sorovariedade hardjo, respectivamente.

Os anticorpos monoclonais foram
adquiridos do Royal Tropical Institute
(KIT)- Amsterdd e utilizados com a
aplicacéo da metodologia de
soroaglutinacdo microscopica (MAT), para
qgual foram estabelecidas cepas de
referéncia como controle de reacdo
sorologica na identificacdo das cepas
bacterianas (Tabela 2).

Tabela 2 - Cepas de referéncia
classificadas no género Leptospira
utilizadas na reagdo de soroaglutinacéo

(MAT) com anticorpos monoclonais
(mADbs)

Espécie Sorovariedade  Cepa F106C9 F16C28
L. interrogans Hardjo OMS X X




L. interrogans Wolffi Wolffi

L. borgpetersenii  Hardjo HB X
L. borgpetersenii  Sejroe Sejroe

L. borgpetersenii ~ Mini Swajizak X

3.6.1.2 Técnica de soroaglutinagdo
microscopica (MAT) com
anticorpos monoclonais

Os  anticorpos  monoclonais
F106C9 e F16C28 foram diluidos de 1:100
a 1:6400 em solucdo salina de acordo com a
técnica de soroaglutinacdo microscopica
(MAT). As diluicbes seriadas foram
realizadas em tubos de ensaio de vidro que
em seguida foram transferidas para placas
de porcelana. Um volume de 50 pl de cada
cultura bacteriana referente as cepas
controle e isolados Lagoa e Bolivia foi
adicionado a diluicdo dos anticorpos
monoclonais e apds 10 minutos as reacdes
de soroaglutinacdo foram analisadas em
microscopia de campo escuro para a
confirmagao das reacoes de
soroaglutinagdo.

3.7 EXTRACAO DO DNA DE
LEPTOSPIRA

3.7.1 Método fenol — cloroférmio

Um volume de 1,5 ml de cultura
de cada amostra foi centrifugado a 13.000 x
g por 10 minutos, em seguida, o
sobrenadante foi retirado e os sedimentos de
culturas de Leptospiras foram ressuspensos
em 200 pl de solugdo de extragdo com SDS
(Tris 50 mM, EDTA 50 mM, NaCl 100
mM, SDS 1%) juntamente com 100 ug/ul
de Proteinase K por mililitro de volume
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final. As suspensdes foram homogeneizadas
e incubadas overnight a 37°C.

As extracOes serdo feitas uma vez
com fenol saturado com solucdo de Tris
HCI 1M, uma vez com fenol/ cloroférmio/
alcool isoamilico na proporcdo (25:24:1) e
uma vez com cloroférmio e alcool
isoamilico (24:1), volume a volume com a
fase aquosa. Em seguida, os extratos foram
homogeneizados por 10 minutos, e
centrifugados a 13.000 g por 10 minutos, a
temperatura ambiente, para a separacdo da
fase aguosa. O DNA contido na fase aquosa
foi precipitado com dois volumes e meio de
etanol 100%, gelado, e com um décimo do
volume final de solugdo de acetato de
amonia 7,5 M. A mistura foi incubada a -
20°C overnight. Apds a precipitagdo, o
DNA foi lavado duas vezes com 400 pl de
etanol 70% e centrifugado a 13.000 x g, por
10 minutos.

Apoés as lavagens, o sobrenadante
foi removido cuidadosamente por inversdo
e os tubos, foram colocados no speed-vac,
por 10 minutos, para secagem. Todos 0s
DNA foram ressuspendidos com 20 ul de
agua bidestilada com realizacdo da
estimativa de quantidade do DNA e
armazenados a 4°C.

3.7.2 Estimativa da quantidade do
DNA

As concentragbes dos DNA
obtidos a partir dos cultivos de Leptospiras
foram determinadas através da eletroforese
em gel de agarose 1%, comparado com o
padréo de peso molecular A DNA/ Hind I11.
A solucdo de agarose foi preparada com
tampdo Tris-borato EDTA de acordo com



Sambrook et al. (1989). As amostras foram
aplicadas no gel no volume de 3 ul de cada
DNA mistura igual ao volume de tampdo de
amostra concentrado duas vezes, contendo
azul de bromofeno | 0,25%, xilenocianol
0,25% e glicerol 50% em solucdo aquosa
(Sambrook et al, 1989). O gel foi
submetido a uma tensdo de 75 V por,
aproximadamente, uma hora. Apo6s a
corrida, o gel foi corado com uma solucdo
contendo brometo de etidio 0,5 ug/ml. Apds
esta etapa o gel foi examinado sob luz
ultravioleta e as quantidades de DNA foram
estimadas comparativamente com o padrdo
de tamanho molecular A DNA/ Hindlll
(Sambrook et al., 1989). A estimativa da
quantidade de DNA também foi estimada
pela medida de absorbancia 260/280 nm em
espectrofotdmetro modelo BioPhotometer
plus (Eppendorf).

3.7.3 Construcao de inciadores para PCR
— especifica

Neste trabalho foram construidos
13 pares de iniciadores, totalizando 26
sequéncias, para as diversas regides génicas

analisadas, sendo que, dois pares referentes
a regido conservada (gene 16S rRNA), dois
pares referentes a regido especifica de
Leptospira spp (secy e G1-G2), pares
relacionados com as regides antigénicas
(gene Loa22 e gene LigB), cinco pares
referentes ao locus rfb (Orfl14-WzY, Orf15,
-WzX, 0rf22, Orf36) e dois pares
envolvidos com sequéncias de insercdo
(1IS1533 e 1S1500). Os parametros
utilizados para a construcdo de todos os
primers foram analise “in silico” de
temperaturas de anelamento dos pares de
iniciadores, pesquisa de formacdo de
“hairpin” e/ou “primer dimer”, além de
identificacdo de homologia com as regides
alvo, sendo que esta analise foi realizada
com uso do programa Blast (NCBI). Os
primers descritos para a regido G1/G2
foram obtidos a partir do clone de uma
biblioteca genémica de L. interrogans,
sorovar icterohaemorrhagiae cepa RGA
(Gravekamp et al., 1993). Para a construcdo
dos iniciadores foram utilizadas sequéncias
de referéncia depositadas no banco de dados
do NCBI. As sequéncias utilizadas no
trabalho estdo descritas na Tabela 3.

Tabela 3 - Sequéncia dos primers especificos utilizados para a identificacdo e classificacdo das cepas

do género Leptospira

Gene Sequéncia dos Iniciadores T° Alinhamento Amplicon (bp) Acesso

Loa F-5-TTATTGTTGTGGTGCGGA 54 1500 AE16823
R-5"-GCTCGGTGCAATTGCATT

Orfl5 F-5’- GAGTTTGGATMGCCCGCTAT 54 578 CPO0OO0350
R-5’- ATATGCGGATCGATCAGATT

LigB F-5’-ATAATGGAAGTATAATAC 56 474 AE016863
F-5’-GAATTCCGTTTTCGTTAT

ORF22 F-5°-ATT ATT GAG ACA GAG ATA 56 561 JQ965147- Q965150
R-5’-AAG CGG AAC GGG ACG AAT

ORF14 F-5°- ATGTCGCTTATTTGTGCA 56 490 AF144879
F-5°- ATTTATTCTTCCCAAACA-3

16S F1-5°- ACTAACGCT GGC GGCGCG 54 1500 CP000348

rDNA R1-5’-TACCCACGCTTTCGTGCC
F2-5’-GGATTAGATACCCCGGTAA
R2-5’-GTAAAAAGGTAGCCGTAT

secY (1) F: GCGATT CAGTTT AATCCT G 54 245 KU2167449-
R: GCG ATT CAG TTT AAT CCT GC KU216751/FJ667608

ORF36 F: AGT CGG GGT TCG ATA CTG 54 489 JQ765636-
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R: GGT CAG TCC TGT AAC TGC

F: TAC GGA GCA AGA ACG GTT

R: AGA TCC GAT TCT TAT GAT TC
F:TTGTAATCCCTGTGT TGT TT
R: TTA AAT AGT CCACTCCTCG
F: CTG AAT CGC TGT ATA AAAGT
R: GAA GGC TGG TAA ACAAAA G

1S1500* 56

1S1533* 56

secY (2)* 54

JQ765639.1
143

130

130

Na tabela estdo descritas as
temperaturas de anelamento, tamanhos dos
amplicons e fontes de acesso as sequéncias
no GenBank ou referéncia bibliografica.

3.7.4 Condicdes das PCRs - especificas

A amplificacdo do DNA obtido de
cultivo de Leptospira spp foi realizada em
condigdes especificas com anelamento de
todos os iniciadores utilizados em alta
estringéncia. As reacdes de PCR foram
realizadas para o volume final de 25 pl,
contendo 200 uM de dNTP, 1,5 mM de
MgCl,, 2,5 ul de tamp&o com concentragédo
final de 10 mM KCl e 10 mM Tris — HCI, 10
pmoles de iniciadores, 10ng/ul de DNA
gendmico e 1U de Taq polimerase platinum.

Na PCR especifica, o primeiro
ciclo de amplificagdo consistia em
desnaturacdo a 95°C por trés minutos,
anelamento dos primers a (T°C) por um
minuto e extensdo com amplificacdo do
DNA a 72°C por um minuto. Nos 29 ciclos
subsequentes, a temperatura de desnaturacao
foi de 94°C por um minuto, e no ultimo
ciclo, a temperatura de extensdo foi
prolongada por 10 minutos.

3.8 Analise dos produtos amplificados
na PCR - especifica

Os produtos de PCR foram
analisados em eletroforese de &cidos
nucléicos em gel de agarose 1%, em TAE
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1X e corado com solucdo de brometo de
etideo 0.5 ug/ml (Sambrook et al., 1989).
Foi aplicado um volume de 4 ul do produto
amplificado diluido em tampédo de amostra
de DNA 6X. A eletroforese foi realizada sob
corrente constante de 80 V, 60 minutos.
Apobs a eletroforese, o gel foi visualizado
sob luz ultravioleta (Sambrook et al., 1989).
Os padrdes de peso molecular 1 Kb e/ou A
Hindlll (Invitrogen) foram utilizados para a
comparagdo dos produtos amplificados com
a determinagdo do tamanho do amplicon
obtido. Os géis foram documentados em
camera fotogréfica Kodak modelo DC40. A
dosagem do DNA também foi realizada por
medida de absorbancia 260/280 nm em
espectrofotdmetro modelo BioPhotometer
plus (Eppendorf). Em seguida, os produtos
foram purificados com resina Sephacryl S-
200 por gel filtracdo, na qual foi aplicado
um volume de 25npul do produto de PCR na
coluna contendo a resina, e entdo,
centrifugado a 13.000 rpm por dois minutos.
O material recuperado foi quantificado em
espectrofotbmetro  NanoDrop ND 1000
(Thermo Scientific).

3.9 DIGESTAO DO PRODUTO
AMPLIFICADO COM
ENZIMA DE RESTRICAO
(HIND I11)



O fragmento amplificado de 560
bp com os primers Loa22F e Loa22R foi
purificado em resina Sephacryl S-200, e em
seguida um volume de 7 pl do material
amplificado foi incubado com 1 pl de
enzima Hindlll (10U/ ul), no banho maria a
37°C por quatro horas. Apos este periodo a
enzima foi inativada por 10 minutos a 65°C
e o material foi amplicado em gel de agarose
1%, com tampdo TAE (1X) e corado em
solucdo de brometo de etideo por 10
minutos.

3.10 SEQUENCIAMENTO PARCIAL
DOS PRODUTOS DE PCR

As amostras purificadas foram
submetidas a reagfes de sequenciamento
utilizando-se, 10 pmols de cada um dos
iniciadores especificos para as regides
antigénicas (iniciadores Loa22 e LigB),
I6cus rfb (Orfl4-WzY, Orf15-WzX, Orf22,
Orf36), regido conservada (16S rRNA),
regido especifica em Leptospira spp (secy e
G1-G2) e sequéncias de insercdo (1S1500 e
I1S1533), seguindo o protocolo para Big
Dye™ Terminator Ready Reaction Mix
(derivado de Sanger et al., 1977).

A reacdo de sequenciamento foi
realizada para um volume final de 10 pl,
contendo 0,5 pl de Big Dye, 2,0 ul de
tampdo de reacdo, primer especifico
(Forward ou Reverse) a 10 pmol, 1,0 ul do
DNA (150 ng). Na PCR do sequenciamento,
0 primeiro ciclo consistiu de desnaturacgéo a
96°C por um minuto, nos 30 ciclos
subsequentes, a temperatura de desnaturacao
foi de 96°C por 15 segundos, anelamento
dos primers foi de 4°C abaixo da
temperatura de anelamento descrita para
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cada iniciador especifico e extensdo de

60°C por quatro minutos.

Apbés a PCR, foi realizada a
precipitacdo do material com adicdo de 40
pl de isopropanol a 65% nas amostras e
incubacdo por 30 minutos. Em seguida, 0s
tubos foram centrifugados a 14.000 rpm por
45 minutos, retirado o0 excesso de
isopropanol e adicionados 500 pl de etanol
60%. Os tubos foram centrifugados
novamente a 14 000 rpm durante 10 minutos
e secos no speed-vac. Em seguida, foi
adicionado 15 pl de formamida as amostras
gue entdo eram incubadas a 96°C por dois
minutos. As reagdes foram aplicadas no
sequenciador capilar automatico modelo ABI
PRISM 3.100 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems). As sequéncias nucleotidicas
tiveram seus cromatogramas analisados e
posteriormente foram editadas utilizando o
pacote de programas Phred/Phrap/Consed
(Ewing; Green, 1998; Ewing et al., 1998;
Gordon et al., 1998) a fim de estabelecer as
sequéncias consenso e remover as bases de
baixa qualidade. O nivel de exigéncia foi
Phred acima de 20. As sequéncias consenso
foram comparadas por homologia com
sequéncias nucleotidicas disponibilizadas no
banco de genomas do GenBank do National
Center for Biotechnology Information,
utilizando o programa Nucleotide Blast do
Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) (Altschul et al., 1990).

3.11 REAL - TIME - PCR



3.11.1 Curva padrdao da PCR em
tempo-real dos genes secy,
1S1533 e 1S1500

Na padronizacdo da PCR em
tempo real para o gene secy (normalizador)
foram utilizadas doze diluicbes do DNA
gendmico, a partir da quantidade de 700 ng
de DNA gendmico das sorovariedades Lai e
Copenhageni  classificadas na espécie
Leptospira interrogans. Em conjunto com o
DNA genbmico, os iniciadores referentes ao
gene secy foram utilizados na concentracgéo
estabelecida de 400 pmol, de acordo com o
descrito por Ahmed et al. (2009).

No estabelecimento da curva
padrdo da sequéncia de insercdo 1S1533
foram utilizadas treze diluicbes do DNA
gendmico a partir da quantidade incial de
700 ng, da sorovariedade Lai, classificada na
espécie L. interrogans. As diluicBes seriadas
do DNA gendmico foram utilizadas em
conjunto com os iniciadores referentes a
regido  1S1533. As  condigbes de
amplificacdo para as reacdes foram de 50°C
por cinco minutos, 95°C por 10 minutos, e
40 ciclos de 95°C por 15 segundos, 56°C por
15 segundos e 60°C por um minuto, sendo
0s dados coletados na fase de extensdo
(72°C).

Na construcdo da curva padrédo da
IS1500 foram utilizadas 12 diluicBes
seriadas do DNA gendmico a partir da
quantidade de 700 ng do material genémico
da sorovariedade Copenhageni, classificada
na espécie L. interrogans. As diluicbes
seriadas do DNA gendmico foram utilizadas
em conjunto com os iniciadores referentes a
regido  1S1500. As  condi¢cbes de
amplificacdo para as reagcdes foram de 50°C
por cinco minutos, 95°C por 10 minutos, e
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40 ciclos de 95°C por 15 segundos, 56°C por
15 segundos e 60°C por um minuto, sendo
0s dados coletados na fase de extensdo
(72°C).

Ao final dos 40 ciclos de
amplificacdo das amostras com todos o0s
iniciadores utilizados (secy, 1S1533 e
1S1500) foram analisadas quanto as curvas
de curvas de dissociacdo, com o objetivo de
analisar a especificidade da reacdo mediante
identificacdo de formacdo de dimeros de
iniciadores e/ou produtos inespecificos. As
amostras teste de cada sorovariedade em
conjunto com o0s iniciadores foram
analisadas em triplicatas, em placas dpticas
de reacdo de 96 pogos (Applied Biosystems,
Foster City, EUA), amplificadas no
Aparelho  ABI Prism 7300 Sequence
Detection Systems (Applied Biosystems). A
reacdo de amplificaco foi realizada
utilizando o Kit comercial SYBR® Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems), de
acordo com as recomendacdes do fabricante.

Para andlise das curvas padrdo
foram avaliados os parametros de eficiéncia
da reaco, valores de inclinacio da reta (R?)
obtidas de valores logaritmicos de
fluorescéncia em cada ciclo de reacdo e os
valores de slope definidos como
representativos com valores acima de 3,85.

3.11.2 Quantificacdo relativa do
namero de copias de 1S1533
e 1S1500 em Leptospira spp

As quantificagdes relativas do
nimero de copias de 1S1533 dos isolados e
cepas de referéncia foram realizadas
utilizando a metodologia de PCR em tempo
real. As reacOes foram realizadas
utilizando-se o Kit comercial SYBR® Green



PCR Master Mix (Applied Biosystems), de
acordo com as recomendacdes do fabricante.
A quantidade de DNA genbmico e a
concentracdo dos iniciadores (primers)
utilizados foram os que demonstraram maior
eficiéncia no processo de padronizacdo das
reac0es de acordo com a metodologia
descrita acima.

A reacdo de amplificacdo da PCR
contendo DNA gendmico, par de inciadores,
Master Mix (dNTPs, SYBR Green) e Taq
polimerease em volume final de 25 pl, foi
incubada a 50°C por cinco minutos, 95°C
por 10 minutos, e 40 ciclos de 95°C por 15
segundos, 58°C por 15 segundos e 60 °C por
um minuto, sendo os dados coletados na fase
de extensdo (72°C). Os controles negativos
(auséncia de DNA gendmico) foram
utilizados em todas as placas de analises das
amostras. Cada cepa de isolados e cepas de
referéncia de Leptospira spp foram
analisadas em triplicata em placas dpticas de
reacdo de 96 pocos (Applied Biosystem) e
amplificadas no aparelho ABI PRISM 7300
Sequence Detection Systems  (Applied
Biosystem).

A quantificagdo relativa foi
realizada com aplicacdo do método de Ct
(cycle threshould) comparativo, com 0s
resultados relativos ao gene de referéncia
endégeno (normalizador) e uma cepa
controle. Os valores de Ct correspondem aos
ciclos de amplificacdo do material genético
que atuam como base para a comparacao
entre as amostras. O valor de threshould
pode ser determinado pelo aparelho, ou
entdo estabelecido no ponto exponencial das
curvas de amplificagdo onde as amostras
mostram a mesma intensidade de
fluorescéncia, ou seja, a mesma quantidade
do produto de PCR. Na quantificacio
relativa do numero de copias da sequéncia
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de insercdo 1S1533 a sorovariedade Lai foi
estabelecida como controle na amplificacéo
da 1S1533, visto que possui no genoma um
nimero confirmado de sete cépias do
elemento mdvel (Zuerner et al., 1993). A
guantificacdo  relativa  baseia-se  na
frequéncia relativa do gene alvo em relacéo
ao gene enddbgeno, sendo que neste
experiemento o gene endodgeno utilizado
como controle da reacdo foi secy. Na
quantificacdo relativa do nimero de cdpias
da sequéncia de insercdo 1S1500 a
sorovariedade Copenhageni foi utilizada
como controle e de acordo com analises in
silico realizadas neste trabalho foi
identificada uma cépia do elemento 1S1500.
A quantificagdo relativa baseia-se na
frequéncia relativa do gene alvo em relagdo
ao gene enddgeno, sendo que neste
experiemento o0 gene endogeno utilizado
como controle da reacéo foi secy.

Para a realizacdo da quantificacdo
relativa do nimero de copias das sequéncias
de insercdo 1S1500 e 1S1533 nas cepas de
estudo foram obtidos valores de Ct. Para o
calculo do Ct comparativo foram estipulados
os valores de ACt (Ct do gene alvo — Ct do
gene endbégeno) e em seguida foi
determinado o valor de AACt (ACt da
amostra - ACt da amostra de referéncia). A
equacdo aplicada para a normalizacdo dos
valores obtidos de Ct foi 24, visto que os
valores de eficiéncia das reacbes do gene
enddgeno e do gene alvo apresentaram valor
préximo de 100%.

3.11.3 Quantificacdo do valor

absoluto do nimero de copias



de 1S1533 e
Leptospira spp

1IS1500 em

A partir da obtencdo dos valores
relativos do nimero de copias foi realizada a
estimativa dos valores absolutos das cepas
bacterianas em estudo. Assim, inicialmente
foram selecionados genomas fechados
disponiveis no banco de dados (NCBI) e
determinacgdo da localizacdo de regides com
identidade de 100% com os iniciadores
(primers) desenhados para a amplificacdo
em sorovariedades classificadas nas espécies
L. borgpetersenii e L. interrogans. Os
resultados indicaram a ocorréncia de uma
copia do iniciador 1S1533 na sorovariedade
Copenhageni e sete cépias de 1S1500 na
sorovariedade Lai. Para o calculo da
estimativa dos valores absolutos do nimero
de cdpias das sequéncias de inser¢do 1S1533
e 1S1500 foi aplicada a equacdo 24,

3.12 SEQUENCIAMENTO COMPLETO
DO GENOMA DE L.
INTERROGANS SEROVAR
HARDJO STR. NORMA

3.12.1 Pirosequenciamento do genoma
da cepa Norma

O sequenciamento completo do
genoma da cepa Norma foi realizado
mediante associacdo de duas técnicas de
sequenciamento, dentre elas a metodologia
de Shot-Gun e Paired End Tags.

O pirosequenciamento de DNA
baseia-se no sequenciamento por sintese
enzimatica, em que a incorporacdo do
nucleotideo complementar na nova cadeia de
DNA que esta sendo sintetizada resulta em
um sinal luminoso detectével
(bioluminescéncia). O equipamento 454
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Genome  Sequencer FLX (454 Life
Sciences/Roche), permite, atualmente, a
obtencdo de sequéncias (reads) de 400-500
nucleotideos, sendo possivel 0
sequenciamento de até 400-600 milhdes de
bases de alta qualidade por corrida com a
utilizacdo dos reagentes da série titanio (GS
FLX Titanium Series Reagents) (Droege;
Hill, 2008).

A metodologia de  pirose-
quenciamento ndo requer a construcao
prévia de bibliotecas gendmicas, selecdo de
clones e isolamento de plasmideos
(Margulies et al., 2005; Ahmadian et al.,
2006). O DNA gendmico total é rompido
mecanicamente  por  nebulizacdo em
fragmentos de 500 a 800 pares de base, aos
fragmentos sdo ligados pequenos
adaptadores especificos nas extremidades 3’
e 5°. As moléculas de DNA fita simples
devidamente ligadas aos adaptadores sao
imobilizadas em microesferas, sendo que
cada microesfera contém uma Unica fita de
DNA. Esta biblioteca de ssDNA ligado a
microesferas € entdo submetida a
emulsificacdo ~ com  reagentes  para
amplificacdo por PCR em uma mistura de
agua e Oleo; cada microesfera com uma
Unica molécula de ssDNA ligada, inserida
em uma microgota aquosa suspensa no 6leo,
constitui um microreator. Cada fragmento
ligado a uma microesfera € entdo
amplificado por PCR. A reagdo de
amplificacdo de toda a biblioteca de
fragmentos é realizada simultaneamente,
sendo que os fragmentos amplificados
permanecem ligados & mesma microesfera
original em cada microrreator. Ao final da
amplificacdo cada microesfera esta recoberta
com cerca de 10 milhdes de cépias (clones)
do mesmo fragmento de DNA.



Os microrreatores séo
posteriormente quebrados, separando-se 0
Oleo. As microesferas sdo depositadas e
imobilizadas em uma placa (PicoTiterPlate)
contendo 1,6 milhGes de pocos; cada pocgo
tem a dimensdo exata para comportar uma
Gnica microesfera. A placa é em seguida
acoplada ao sequenciador para as reagdes de
pirosequenciamento. Apo6s ~8-10 horas de
corrida, s&o obtidos dados brutos das
imagens dos sinais luminosos gerados a
partir da PicoTiterPlate e detectados por
uma camera CCD (www.roche-applied-
science.com). Ap6s ~8-10 horas adicionais
de analise computacional, as imagens sao
convertidas em sequéncias, cada uma
derivada das imagens de um poco da placa.

3.12.2 Pirossequenciamento com a
metodologia Paired End Tags

A metodologia Paired End Tags
(PET) consiste na obtengdo de sequéncias
(tags) de ambas as extremidades (paired
ends) de fragmentos de DNA de tamanhos
conhecidos, sendo assim as distancias entre
as duas extremidades dos fragmentos podem
ser usadas para ordenar contigs na
montagem  da  sequéncia  gendmica
(Fullwood et al., 2009). Além disso, regides
gendmicas contendo repeticbes podem ser
orientadas e posicionadas pelas suas
conectividades a regibes de sequéncias
especificas oferecidas pelas sequéncias
obtidas pelo sequenciamento.

A construcdo de bibliotecas de
Paired End Tags envolve a circularizagéo
direta de fragmentos de DNA gerados
utilizando o nebulizador “Hydroshear”
(Digilab) que pode gerar fragmentos de
tamanhos especificos, como por exemplo,
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20.000, 8.000 ou 3.000 pares de base. No
caso da cepa Jlal2 foram utilizados
fragmentos na faixa de 3.000 pb. As duas
extremidades dos fragmentos de DNA séo
ligados oligonucleotideos (linker) e a
circularizacdo dos fragmentos é entdo
realizada com DNA ligase. Em seguida,
procede-se fragmentacdo do DNA por
nebulizacdo e as etapas regulares do
protocolo de pirossequenciamento na
plataforma 454/Roche descrita adiante. As
sequéncias (reads) contendo tag-linker—tag
sdo identificadas computacionalmente na
etapa de montagem dos contigs. O
pirossequenciamento com a estratégia PET
foi realizado na Unidade de Gendmica
Computacional  Darcy  Fontoura  no
Laboratério Nacional de Computacdo
Cientifica (LNCC) em Petropolis, RJ.

4 RESULTADO E DISCUSSAO

resultados obtidos serdo
mostrados na seguinte ordem:
primeiramente serdo apresentadosos
resultados  referentes a identificacdo
soroldgica dos isolados de Leptospira spp.
Em seguida, os dados obtidos com anélise
de regido conservada do genoma, analise
comparativa dos isolados e de cepas de
referéncia do género Leptospira spp
mediante analise de regides antigénicas e
sequéncias de insercdo e por fim o
sequenciamento completo do genoma da
espécie Leptospira interrogans
sorovariedade Hardjo.

Os

4.1 IDENTIFICACAO SOROLOGI-
CA DOS ISOLADOS DE
LEPTOSPIRA SPP



A identificacdo dos isolados Lagoa
e Bolivia do género Leptospira spp em nivel
de sorogrupo foi realizada com a aplicacéo
da prova soroldgica de microaglutinacdo
microscopica (MAT) em conjunto com 0s
anticorpos monoclonais F106C9 e F1028C.
Para a confirmagdo dos resultados foram
utilizados como controle os valores de
titulacdo positivos especificos para cada
sorovariedade e  estabelecidos  pelo
fabricante (Royal Tropical Institute- KIT)
(Tabela 3). O anticorpo  monoclonal
F106C9, descrito para a sorovariedade Mini,
mostrou resultados positivos para 0s
isolados mini-swajizak e mini-CTG. A
reacédo positiva de aglutinagéo foi observada
na titulacdo de 1:1280, como indicado na
tabela 3. Resultados negativos de
aglutinacdo foram observados para as cepas
controle classificadas na sorovariedade
Hardjo, incluindo Hardjo (OMS) e geno6tipo
hardjobovis (HB).

Com o anticorpo monoclonal
F16C28 selecionado para a sorovariedade
Hardjo foram  observados resultados
positivos de aglutinacdo para os isolados
regionais Lagoa, Bolivia e Norma-CTG com
valores de titulagdo positivos na escala de
referéncia para o0 gendtipo hardjoprajitno
(80-640). Na comparacdo do titulo de
aglutinacdo destes isolados com as cepas de
referéncia Hardjo (OMS) foi identificado
valor de titulacdo divergente entre as cepas
bacterianas  classificadas no  genétipo
hardjoprajitno. Para a cepa controle foi
observado perfil positivo de aglutinacdo até
a titulacdo de 1:400, ja para os isolados
Lagoa, Bolivia e a cepa Norma-CTG foram
observados resultados positivos somente
com titulos de aglutinagéo até 1:200, porém
esta variagdo esta de acordo com o descrito
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para a sorovariedade Hardjo genotipo
Hardjoprajitno,  sugerindo ndo  haver
relevancia na classificacdo sorolégica dos
isolados. Para a cepa controle Sejroe a
aglutinacdo foi identificada até a diluicdo de
1:80 e no gendtipo Hardjobovis o resultado
positivo foi confirmado com titulos de até
1:2560 (Figura 2). Os resultados obtidos
com a analise de soroaglutinacdo dos
isolados Lagoa e Bolivia estdo indicados nas
Figuras 2 e 3 apresentadas a seguir.

Figura 1 - Soroaglutinagdo (MAT) de isolados
de Leptospira spp com anticorpo monoclonal
F106C9
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No gréfico acima estdo indicados
os titulos de soroaglutinacdo dos isolados
regionais, incluindo Lagoa e Bolivia e de
cepas controle (Sejroe, Mini-swajizak,
Hardjo-OMS e Hardjobovis).

Figura 2 - Soroaglutinagdo (MAT) de isolados
de Leptospira spp com anticorpo monoclonal
F16C28
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No gréafico acima estdo indicados
os titulos de soroaglutinagdo dos isolados
regionais, incluindo Lagoa e Bolivia e de
cepas controle (Sejroe, Mini-swajizak,
Hardjo-OMS e Hardjobovis).

De acordo com o0s resultados
obtidos na prova de soroaglutinagdo com os
anticorpos monoclonais F106C9 e F16C28
foi possivel classificar os isolados Lagoa e
Bolivia no sorogrupo Sejroe.

4.2 IDENTIFICACAO MOLECU-
LAR DOS ISOLADOS DE
LEPTOSPIRA SPP

4.2.1 ldentificaco de espécie dos

isolados de Leptospira spp

4.2.1.2 Amplificacdo e sequenciamento
total do gene 16S TrRNA
ribossomal

A confirmagdo da espécie dos
isolados Lagoa e Bolivia foi realizada com a
amplificacdo total da regido ribossomal 16S
rRNA e sequenciamento do fragmento
amplificado. Assim, a amplificagdo total da
regido 16S rRNA ribossomal foi realizada
com a utilizacdo de dois pares de iniciadores
(primers) desenhados com base nas
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sequéncias nucleotidicas da regido 16S
rRNA  ribossomal das espécies L.
interrogans e L. borgpetersenii depositadas
no banco de dados (NCBI). Um par de
iniciadores (primers) foi construido para a
amplificacdo da porc¢do inicial da regido 16S
r RNA ribossomal e obtencdo de um
fragmento de 720 bp (Figura 3) e o segundo
par de iniciadores foi construido para a
amplificacdo da porcdo final do fragmento
com um produto final de 638 bp. As
canaletas 2 a 13 mostram a asmplificacéo de
uma Unica banda principal em todas as
amostras.

Figura 3 - Eletroforese de produto
amplificado a partir de DNA gendmico
usando os iniciadores (primers) 16SF1/16SR1
e 16SF2/16SR2

1 23 4 56 7 8 9 10111213 14

1500bp

BO0bp W -

Os produtos foram analisados em
gel de agarose 1%, corado com brometo de
etideo: canaleta 1, Padrdo de peso molecular
1Kb, can. 2, sorovar Hardjo —gendtipo
Hardjobovis; can. 3, sorovariedade Lai; can.
4, cepa Bolivia; can. 5, cepa Hardjo-OMS;
can. 6; cepa Norma-CTG; can. 7, cepa
Lagoa; can. 8; gendtipo hardjobovis; can. 9,
sorovariedade Lai; can. 10, cepa Bolivia;
can. 11, Hardjo-OMS, can. 12. cepa Norma-
CTG,; can. 13, cepa Lagoa; can. 14,c.

Os produtos de amplificagdo por
PCR foram analisados em gel de agarose 1%



e corados com solucéo de brometo de etideo,
como mostrado na Figura 4. Os fragmentos
com 720 bp e 638 bp foram purificados
(secdo 5) e os produtos foram
reamplificados e sequenciados com 0s
iniciadores forward e reverse utilizados na
amplificacdo inicial dos fragmentos. Nesta
etapa foram selecionados no minimo 10
sequenciamentos de amostras de referéncia
para analises e confirmacgdo das sequéncias
fornecidas pelo sequenciador automatico. As

sequéncias forward e reverse obtidas foram
alinhadas e entdo foi gerada a sequéncia
indicada na Figura 6. Em seguida, as
sequéncias de nucleotideos dos isolados
Lagoa e Bolivia foram submetidas a analises
de homologia com sequéncias depositadas
em banco de dados, utilizando o algoritmo
“nucleotide blast”, disponivel no NCBI
(National ~ Center of  Biotechnology
Information) e os resultados estdo mostrados
na Figura 5.

Figura 4 - Sequéncia nucleotidica do produto de amplificacdo correspondente ao fragmento da regido 16S

rRNA ribossomal dos isolados do genétipo hardjoprajitno

5. ATGACTAACGCTGGCGGCGCGTCTTAAACATGCAAGTCAAGCGGAGTAGCAATACTCAGCGGCGAACC
GGTGAGTAACACGTGGGTAATCTTCCTCTGAGTCTGGGATAACTTTCCGAAAGGGAAGCTAATACTGGATC
GTCCCGAGAGATCAAAGATTTTTCGGGTAAAGATTTATTGCTCGGAGATGAGCCCGCGTCCGATTAGCTAC
TTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGACGATCGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGTTCGGCCACAATGG!)
ACTGAGACACGGTCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTTAAGAATCTTGCTCAATGGGGGGAACCCTGA/
GCAGCGACGCCGCGTGAACGATGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGTTCAGTAAGCAGGGAAAAATAAGCAGI
AATGTGATGATGGTACCTGCCTAAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGGTG
CAAGCGTTGTTCGGAATCATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGACATGTAAGTCAGGTGTGAAAACTG(
GGGCTCAACTCGCAGCCTGCACTTGAAACTATGTGTCTGGAGTTTGGGAGAGGCAAGTGGAATTCCAGG
TGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATC TGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTGCTGGCCTAAAACTGY
CGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGTAGTGAACGGGATTAGATACCCCGGTAATCCACGCCCTAAACGTTGT(C
TACCAGTTGTTGGGGGTTTTAACCCTCAGTAACGAACCTAACGGATTAAGTAGACCGCCTGGGGACTATGC
TCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGTCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA
GATACGCGAAAAACCTCACCTAGGCTTGACATGGAGTGGAATCATGTAGAGATACATGAGCCTTCGGGCC
GCTTCACAGGTGCTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGC
GCAACCCTCACCTTATGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCGTAAGGAACTGCCGGTGACAAACCGGAGC
AAGGCGGGGATGACGTCAAATCCTCATGGCCTTTATGTCTAGGGCAACACACGTGCTACAATGGCCGGTA
CAAAGGGTAGCCAACTCGCGAGGGGGAGCTAATCTCAAAAATCCGGTCCCAGTTCGGATTGGAGTCTGC
AACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGA
CCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACCTGAGTGGGGAGCACCCGAAGTGGTCTTTGCCAACCGCAAGC
AAGCAGACTACTAAGGTGAAACTCGTGAAGGGGGTG 3’

Foram utilizados os primers 16SF1/16SR1 forward ou reverse e 16SF2/16SR2
forward ou reverse. Em preto, codon de iniciacdo e em vermelho as sequéncias dos iniciadores

utilizados.
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Figura 5 - Analise de homologia das sequencias nucleotidicas dos isolados Lagoa e Bolivia com as
sequencias nucleotidicas depositadas no banco de dados

Sequences produciog sinifcan lgnees:

% 1% 0 %
10% 0 L)
) 100% im0

CEOALRLY  Leptosoea mteimoqans serovar Last, IPAV chromasome 1, complt
AELRLD  Leptospia mtiiroqans serovat Lastr, 36601 chrompsoms |, congiét
ELBAEELL  Liptospra mtimodans sérovar Hardho-prajno strain Mardieprang |

B
i

SR  Leptosora mtemoqans stan CC245 srouowp Icteohaemontanae (0 30 1% THE
SEELEELLL  Leptospra ntmoqans seovar Copenhagin s, Focna L1130, 1 P ok TR
ELESEEL  \eptospea kschoe serovar Pomeea stran S621 165 bosoma . 1841 1tk 0w
ABHEELL  Laotosora mtsmodans serovar Cancol stam e Ureh IV 168 I i 0w
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A figura mostra a lista de sete
alinhamentos correspondentes as
sorovariedades classificadas nas espécies L.
interrogans e L. kirchneri.

As analises realizadas com as
sequéncias  nucleotidicas dos isolados
Bolivia e Lagoa, usando o algoritmo Blastn
mostraram 100% de identidade com a
sequéncia nucleotidica da espécie L.
interrogans sorogrupo Sejroe sorovariedade
Hardjo gendtipo Hardjoprajitno.

43 ANALISE DE GENOMICA
COMPARATIVA DE
LEPTOSPIRA SPP

4.3.1 Estudo comparativo da regido
secy (G1-G2) de isolados da
sorovariedade Hardjo

O estudo da regido secy em isolados do
género Leptospira € indicado para a
caracterizacdo e classificacdo de cepas
bacterianas  classificadas no  género
Leptospira spp. Nesta etapa do estudo foram
realizadas reagdes de amlificacdo em cadeia
de polimerase com obtengdo do fragmento
de 285 bp da cepa de referéncia Hardjo

(OMS), classificada no gendtipo
hardjoprajitno, cepa Sponselee (HB),
classificada na sorovariedade Hardjo

genétipo Hardjobovis e a cepa isolada
Norma. O alinhamento de nucleotideos com
aplicacdo da ferramenta CLUSTAL W
(Thompson et al, 1987). Foram
identificados  polimorfismos entre  as
sequéncias  nucleotidicas das  cepas
classificadas na espécie L. interrogans
sorovariedade Hardjo genotipo
hardjoprajitno e na espécie L. borgpetersenii
sorovariedade Hardjo genétipo hardjobovis.
Polimorfismos pontuais foram identificados
entre as cepas Noma-CTG e Hardjo-OMS,
ao contrario um perfil homogéneo de
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sequéncias nucleotidicas foram identificadas
entre as cepas Lagoa e Bolivia



Figura 6 - Alinhamentos de sequéncias nucleotidicas (285 bp) referentes a regido

isolados classificados no género Leptospira

secy (G1-G2) de

a
N CTGAATCGCTGTATAAMAGCTAAGCRAABVEABAATIAVAGEEGCTATARATTARGANMNATA 4
H AAGCRAABAATALAATEARAN GTATARBATTACGAARTA 4
sp ATGCRAARANEATAATRAAAGRAGTATABATTATREASTA 4
N BAARAABGCATGATACCARN ‘T“TIA‘.&“T}%WT“JTMW;:: CA 100
B AAABAALGCATGATACCARATCTGRGAGAAT GGATTRAARAART 100
Sp BB AASGCATGGTACCARBATCTY .:.;:\;\7 GGATTRAABARG T |
N = m--_am*a‘mm*;\rﬂ. TCOTCT T 160
B P CCAGCCCATTE T TRAC TACTRATTAGATAACCATTGAATRAT T 160
sp RCCRGCCCATTR T TRRC TACTRRRAGARAAC CARTGAATRATCA x#;t;;».:\mr 160
198 .
N CAARGARGAAGCRANBATGATCGGCATEACK “vzﬂ _..tn_; w;;.\..-o.\ 22(
K CANRGABGAAGCRANAATGATCOGCATEACG TTEGCRECGTTRACTTTBAAAGGAATRAGA 221
Sp CARGGAN :w\‘ GORAABATGATCGGCATEAC ,":1’10 ;‘"ca AAAGGAATRGA 221
230 233
N TTGRCTE T TR GCETGAACCATTTTTGGAAAAC m GGGTCGGANG
H TTGACTETTRGCETGAACCATTTTT
sp TIGRCTETTRGCRTGAACCATTTTT
Gl
B Lagoa CTGRATCGCTGTATRARARLGTRAAGCARAGAATACAATTARZGCGETATARATTACGARATE 60
Bolivia CTGARTCGCTGTATARRAAGTAAGCARAGAATACAATTARAGCGGTATARATTACGARATE 60
Hardjobovis ATGCGRARARLGATARTGAARGARGTATAGATTATATAGTE 60
Lagoa ARATAACGCATGATACCAAATCTGAGAGARTGGATTARARAARTCCATAATCACTEGCCCA 120
Bolivia AAATARCGCATGATACCARATCTGAGAGRAATGGATTARAAMRATCCATAATCACTGCCCRE 120

Hardjobovis

Lagoa
Bolivia
Hardjobovis

GRARGRARTIGCATGETACCAGATCTGEGAGRATGGATTGRAAGRAAGTCCATAATGRATCGCCCA

TCCAGCCCATTCTTGACTACTATTAGATAACCATTGAATARTCGTCTGAGGARATABALT
TCCAGCCCATTCTTGACTACTATTAGATAACCATTGAATARTCGTCTGAGGARATARALT
ACCEGCCCATTETTGGCTACTGEARAGAGARACCACTGAATGATCGTCTGIGGARARACAGGAT

120

Lagoa CRARAGARCGARAGCARRAATGATCGGCATCACGTTCGCGCCGTTIACTTTGARAGGARATGGR 240
Bolivia CARAGAGGARGCARARATGATCGGCATEACGTTEGCECCGTTRACTTTEGARAGGRAATGGE 240
Hardjobovis CARGGAAGAAGCBAAGATGATCGGCATIACGTTEGCACCGTTCACTTTARRAGGRATGGR 240

Lagoa
Bolivia
Hardjobovis

Lagoa GG 306
Bolivia GG 306
Hardjobovis AARRGG 306

A figura A mostra o alinhamento
dos isolados N (Norma-CTG), H (Hardjo -
OMS) e Sp (hardjobovis). Em cinza estéo
grifadas as regides nucleotidicas
polimdrficas encontradas entre os isolados e
em vermelho estdo grifados os nucleotideos
polimorficos  encontrados nas  cepas
classificadas no genétipo hardjoprajitno e
hardjobovis. A figura B mostra o
alinhamento da regido secy (G1-G2) entre 0s
isolados Lagoa, Bolivia, classificados no
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G2

genotipo hardjoprajitno e cepa Sponselee,
classificada no genotipo hardjobovis. Em
cinza estdo grifadas as regides nucleotidicas
polimorficas encontradas entre os isolados e
em vermelho estdo grifados os nucleotideos
polimérficos  encontrados nas  cepas
classificadas nos gendtipos hardjoprajitno e
hardjobovis.  Nas  extremidades  das
sequéncias estdo grifados os iniciadores
usados no trabalho.



4.3.2 Regides antigénicas

4.3.2.1 Amplificacdo e sequenciamento
parcial do gene Loa22

A andlise comparativa dos isolados
do género Leptospira spp foi realizada
inicialmente com a escolha de regides
descritas com elevado potencial de
associagdo com mecanismo de viruléncia na
interacdo patdgeno- hospedeiro. O objetivo
deste trabalho nesta etapa foi avaliar se
genes associados com a codificacdo de
proteinas antigénicas poderiam ser sugeridos
para a caracterizacdo de isolados do género.
Desta forma, o primeiro gene avaliado foi
Loa22.

A reacdo em cadeia de polimerase
(PCR) do gene Loa22 foi executada com um
par de iniciadores desenhados com base nas
sequéncias nucleotidicas do gene Loa22 das
espécies L. interrogans e L. borgpetersenii
do género Leptospira. A amplificagdo
parcial do gene gerou um fragmento com
aproximadamente 560 bp para todas as
cepas bacterianas analisadas. Os produtos de
amplificacdo por PCR foram analisados em
gel de agarose 1%, corado com brometo de
etideo, como mostrado na Figura 8.

No gel da Figura 8 as canaletas de
2 a 10 mostram o produto de amplificacéo
de diferentes sorovariedades, classsificadas
nas espécies L. interrogans e L.
borgpetersenii.  Pode-se  observar a
amplificagdo de uma Unica banda principal
em todas as amostras. Os amplicons obtidos
foram analisados em gel de agarose 1%,
corado em solucdo de brometo de etideo e
visualizados em transluminador com luz
UV. Os amplicons especificos obtidos foram
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purificados (conforme descrito na secéo 4.4)
e reamplificados com os iniciadores forward
e reverse utilizados na amplificacdo inicial
para 0 sequenciamento. No total foram
analisados aproxiamadamente oito
sequenciamentos de cepas de referéncia das
sorovariedades Lai e Copenhageni para a
confirmacdo da autenticidade das sequéncias
resultantes do sequenciamento. No estudo
das sequéncias nucleotidicas dos isolados
Lagoa e Bolivia foi identificado um valor de
identidade de 99% com a sorovariedade
Copenhageni, Lai IPAV e Lai 56601 e 98%
de identidade com a sorovariedade manilae,

classificada na espécie L. interrogans
(Figura 9).
Figura 7 - Eletroforese de produto

amplificado a partir de DNA gendmico
usando os iniciadores (primers) Loa 22F/Loa
22R analisados em gel de agarose 1%, corado
com brometo de etideo

1 23 45 6 7 8 910 11

P
"
1500bp
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5000p "M-‘—'

Canaleta 1, Padrdo de peso
molecular 1Kb, can. 2, sorovar Hardjo —
gendtipo Hardjobovis; can. 3, Tarassovi;
can. 4, cepa Sejroe; can. 5, cepa Bolivia;
can. 6; cepa Hardjo-OMS; can. 7, cepa
Norma - CTG; can. 8; sorovariedade
Copenhageni; can. 9, cepa Lagoa; can. 10,
sorovariedade Lai; can. 11,c-.



Figura 8 - Analise entre as sequéncias de nucleotideos obtidas das cepas Lagoa e Bolivia e
sequéncias depositadas em banco de dados

Sequences proucingsigoficant aligments

ALASEELL  Loptospra mtemoans seovar Copanhagun ot Focae LL-L30, e £10 0 () i
COLLL phpro s o Lo DV chomoson L, oty 86 86 B 00
AT  Laptosora g s Laist, SO0 chromesome |, conglet 52 B iy 0w
AL Logtospra oo sl e for O oyt 622 BT B W

A figura mostra a lista de quatro alinhamentos correspondentes & sorovariedades,
classificadas na espécie L. interrogans.
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TTATTGTTGTGGTGCGGAAGTCGCAAAACGGAAAGTGACTCTTCTATTTTTAGCATCTTT
TTATTGTTGTGGTGCGGAAGTCGCAAAACGGAAAGTGACTCTTCTATTTTTAGCATCTTT
TTATTGTTGTGGTGCGGAAGTCGCAAAACGGAAAGTGACTCTTCTATTTTTAGCATCTTT
TTATTGTTGTGGTGCGGAAGTCGCAAAACGGAAAGTGACTCTTCTATTTTTAGCATCTTT
TTATTGTTGTGGTGCGGAAGTCGCAAAACGGAAAGTGACTCTTCTATTTTTAGCATCTTT
TTATTGTTGTGGTGCGGAAGTCGCAAAACGGAAAGTGACTCTTCTATTTTTAGCATCTTT
TTATTGTTGTGGAGCGGAAGTCGCAAAACGGAAAGTGACCCTTCTGTTTTTAGCGTCTTT
TTATTGTTGTGGAGCGGAAGTCGCAAAACGGAAAGTGACCCTTCTGTTTTTAGCGTCTTT
TTATTGTTGTGGAGCGGAAGTCGCAAAACGGAAAGTGACCCTTCTGTTTTTAGCGTCTTT
* * *
CGCATCAAGACCAGAAACTGGCTCGGAAGAACCGGCACCTTTAGTAACGATACGATTTGC
CGCATCAAGACCAGAAACTGGCTCGGAAGAACCGGCACCTTTAGTAACGATACGATTCGC
CGCATCAAGACCAGAAACTGGCTCGGAAGAACCGGCACCTTTAGTAACGATACGATTTGC
CGCATCAAGACCAGAAACTGGCTCGGAAGAACCGGCACCTTTAGTAACGATACGATTTGC
CGCATCAAGACCAGAAACTGGCTCGGAAGAACCGGCACCTTTAGTAACGATACGATTTGC
CGCATCAAGACCAGAAACTGGCTCGGAAGAACCGGCACCTTTTGTAACGATACGATTTGC
GGCATCGAGTCCGGAAACAGGTTCTGAGGAGCCGGCGCCTTTCGCAATAATACGATTTGC
GGCATCGAGTCCGGAAACAGGTTCTGAGGAGCCGGCGCCTTTCGCAATAATACGATTTGC

GGCATCGAGTCCGGAAACAGGTTCTGAGGAGCCGGCGCCTTTCGCAATAATACGATTTGC
* ok k * ok Kk k * * * Kk ok

TGGTAATCCCTTGTTTGATTAAAGCTTGTTTIAACTGCATTTGCACGAAGCTCAGAGTAAA
TGGTAATCCCTTGTTTGATTAAAGCTTGTTTAACTGCATTTGCACGAAGCTCAGAGTAAA
TGGTAATCCCTTGTTTGATTAAAGCTTGTTTAACTGCATTTGCACGAAGCTCAGAGTAAA
TGGTAATCCCTTGTTTGATTAAAGCTTGTTTIAACTGCATTTGCACGAAGCTCAGAGTAAA
TGGTAATCCCTTGTTTGATTAAAGCTTGTTTAACTGCATTTGCACGAAGCTCAGAGTAAA
TGGTAATCCCTTGTTTGATTAAAGCTTGTTTIAACTGCATTTGCACGAAGCTCAGAGTAAA
GGGTGATTCCTTGTTTGATCAAAGCCTGTTTAACGGCATTTGCACGAAGTTCGGAATAGA
GGGTGATTCCTTGTTTGATCAAAGCCTGTTTIAACGGCATTTGCACGAAGTTCGGAATAGA
GGGTGATTCCTTGTTTGATCAAAGCCTGTTTIAACGGCATTTGCACGAAGTTCGGAATAGA
* *  * * * * Kk *
AAATATTTCCTTTTTTAGCACCTTCTGCTTGTTCGGGACCGATCGCATCGGTGTGTCCTG
AAATATTTCCTTTTTTAGCACCTTCTGCTTGTTCGGGACCGATCGCATCGGTGTGTCCTG
AAATATTTCCTTTTTTAGCACCTTCTGCTTGTTCGGGACCGATCGCATCGGTGTGTCCTG
AAATATTTCCTTTTTTAGCACCTTCTGCTTGTTCGGGACCGATCGCATCGGTGTGTCCTG
AAATATTTCCTTTTTTAGCACCTTCTGCTTGTTCGGGACCGATCGCATCGGTGTGTCCTG
AAATATTTCCTTTTTTAGCACCTTCTGCTTGTTCGGGACCGATCGCATCGGTGTGTCCTG
AAATATTTCCCTTTTTAGCTCCTTCAGCTTGCTCGGGTCCGACGGCATCGGTGTGTCCGG
AAATATTTCCCTTTTTAGCTCCTTCAGCTTGCTCGGGTCCGACGGCATCGGTGTGTCCGG

AAATATTTCCCTTTTTAGCTCCTTCAGCTTGCTCGGGTCCGACGGCATCGGTGTGTCCGG
* * * * * *

TAATTTCAAGAGCGTAACTATCTGGAAGTTTTCCAAGACCTTCTTTGATTACAGGAGCGT
TAATTTCAAGAGCGTAACTATCTGGAAGTTTTCCAAGACCTTCTTTGATTACAGGAGCGT
TAATTTCAAGAGCGTAACTATCTGGAAGTTTTCCAAGACCTTCTTTGATTACAGGAGCGT
TAATTTCAAGAGCGTAACTATCTGGAAGTTTTCTAAGACCTTCTTTGATTACAGGAGCGT
TAATTTCAAGAGCGTAACTATCTGGAAGTTTTCTAAGACCTTCTTTGATTACAGGAGCGT
TAATTTCAAGAGCGTAACTATCTGGAAGTTTTCTAAGACCTTCTTTGATTACAGGAGCGT
TAATTTCAAGAGCGTAGCTATCGGGAAGTTTTCCAAGACCTTCTTTGATCACTGGAACGT
TAATTTCAAGAGCGTAGCTATCGGGAAGTTTTCCAAGACCTTCTTTGATCACTGGAACGT
TAATTTCAAGAGCGTAGCTATCGGGAAGTTTTCCAAGACCTTCTTTGATCACTGGAACGT
* * * *

TTGTTTTAGACCACTCGCTGAAATCACCAGGGGTAACATCCGCTTTTTTATAACTAAATC
TTGTTTTAGACCACTCGCTGAAATCACCAGGGGTAACATCCGCTTTTTTATAACTAAATC
TTGTTTTAGACCACTCGCTGAAATCACCAGGGGTAACATCCGCTTTTTTATAACTAAATC
TTGTTTTAGACCACTCGCTGAAATCACCAGGGGTAACATCCGCTTTTTTATAACTAAATC
TTGTTTTAGACCACTCGCTGAAATCACCAGGGGTAACATCCGCTTTTTTATAACTAAATC
TTGTTTTAGACCACTCGCTGAAATCACCAGGGGTAACATCCGCTTTTTTATAACTAAATC
TTACCTTAGACCATCCACTGAAATCACCCGGATTGACATCCGCTTTTTTGTAGCTGAATC
TTACCTTAGACCATCCACTGAAATCACCCGGATTGACATCCGCTTTTTTGTAGCTGAATC
TTACCTTAGACCATCCACTGAAATCACCCGGATTGACATCCGCTTTTTTGTAGCTGAATC
*kk *k * * *k ok * * *
CAGGACGAGTTAAACCGTCTGGATATCGGAAATCTTTTAGTTTTTCGTTTAAAGAATCTG
CAGGACGAGTTAAACCGTCTGGATATCGGAAATCTTTTAGTTTTTCGTTTAAAGAATCTG
CAGGACGAGTTAAACCGTCTGGATATCGGAAATCTTTTATTTTTTCGTTTAAAGAATCTG
CAGGACGAGTTAAACCGTCTGGATATCGGAAATCTTTTAGTTTTTCGTTTAAAGAATCTG
CAGGACGAGTTAAACCGTCTGGATATCGGAAATCTTTTAGTTTTTCGTTTAAAGAATCTG
CAGGACGAGTTAAACCGTCTGGATATCGGAAATCTTTTAGTTTTTCGTTTAAAGAATCTG
CTGGGCGAGTTATTCCATCGGGATATCTAAAGTCTTTCAATTTTTCGTTTAAGGAATCGG
CTGGGCGAGTTATTCCATCGGGATATCTAAAGTCTTTCAATTTTTCGTTTAAGGAATCGG

CTGGGCGAGTTATTCCATCGGGATATCTAAAGTCTTTCAATTTTTCGTTTAAGGAATCGG
*  x *k kK *k ok * * *
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Figura 9 - Alinhamento das sequéncias de nucleotideos referentes ao gene Loa22 de isolados de
Leptospira spp
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CGATCGCTTCCGGAGAATTGACGTCAACATTTCTGTTTGCAGCTGCGGATTGCTCTTGCG
CGATCGCTTCCGGAGAATTGACGTCAACATTTCTGTTTGCAGCTGCGGATTGCTCTTGCG
CGATCGCTTCCGGAGAATTGACGTCAACATTTCTGTTTGCAGCTGCGGATTGCTCTTGCG
CGATCGCTTCCGGAGAATTGACGTCAACATTTCTGTTTGCAGCTGCGGATTGCTCTTGCG
CGATCGCTTCCGGAGAATTGACGTCAACATTTCTGTTTGCAGCTGCGGATTGCTCTTGCG
CGATCGCTTCCGGAGAATTGACGTCAACATTTCTGTTTGCAGCTGCGGATTGCTCTTGCG
CAATCGCTTCCGGAGAGTTAACGTCGACACTTCTATTTGCAGCAGCGGATTGCTCTTGGG
CAATCGCTTCCGGAGAGTTAACGTCGACACTTCTATTTGCAGCAGCGGATTGCTCTTGGG
CAATCGCTTCCGGAGAGTTAACGTCGACACTTCTATTTGCAGCAGCGGATTGCTCTTGGG
* * * * * *

TTGAAGGCTCAGGAGCTGCGGATTCCTCTTTTTTTTCAGCAGAGGAGCAGAGAGTGAATG
TTGAAGGCTCAGGAGCTGCGGATTCCTCTTTTTTTTCAGCAGAGGAGCAGAGAGTGAATG
TTGAAGGCTCAGGAGCTGCGGATTCCTCTTTTTTTTCAGCAGAGGAGCAGAGAGTGAATG
TTGAAGGCTCAGGAGCTGCGGATTCCTCTTTTTTTTCAGCAGAGGAGCAGAGAGTGAATG
TTGAAGGCTCAGGAGCTGCGGATTCCTCTTTTTTTTCAGCAGAGGAGCAGAGAGTGAATG
TTGAAGGCTCAGGAGCTGCGGATTCCTCTTTTTTTTCAGCAGAGGAGCAGAGAGTGAATG
CTGACGGCTCAGGAGCTGCAGATTCCTCTTTTTTTTCAGCAGAGGAGCAAAGAGTGAATG
CTGACGGCTCAGGAGCTGCAGATTCCTCTTTTTTTTCAGCAGAGGAGCAAAGAGTGAATG

CTGACGGCTCAGGAGCTGCAGATTCCTCTTTTTTTTCAGCAGAGGAGCAAAGAGTGAATG
* *

AAAATGCAATTGCACCGAGC 560
AAAATGCAATTGCACCGAGC 560
AAAATGCAATTGCACCGAGC 560
AAAATGCAATTGCACCGAGC 560
AAAATGCAATTGCACCGAGC 560
AAAATGCAATTGCACCGAGC 560
AAAATGCAATTGCACCGAGC 560
AAAATGCAATTGCACCGAGC 560
AAAATGCAATTGCACCGAGC 560

480
480
480
480
480
480
480
480
480

540
540
540
540
540
540
540
540
540

A figura mostra as sequéncias das
cepas Lagoa, Bolivia, Norma-CTG,
sorovariedades Lai e  Copenhageni,
classificadas na espécie L. interrogans e

cepas Sejroe, Tarassovi € genotipo
hardjobovis, classificadas na espécie L.
borgpetersenii.

A sequir foi analisado o
alinhamento da regido com as duas
principais espécies patogénicas do género
Leptospira spp. O alinhamento demosntrado
acima foi executado no Clustal W,
disponivel no programa Expasy tools e é
referente as sequéncias de nucleotideos de
sorovariedades classificadas nas espécies
Leptospira interrogans e  Leptospira
borgpetersenii. Na andlise foi verificada a
presenca de polimorfismos entre as
sorovariedades classificadas na espécie L.
interrogans e L. borgpetersenii,
confirmando a conservagdo de caracteristica
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do grau de espécie no género Leptospira spp
da regido descrita como Loa22.

4.3.2.2 Analise “in silico” das
sequéncias nucleotidicas do

gene Loa22 em Leptospira spp

Na andlise do banco de dados as
sequéncias nucleotidicas referentes ao gene
Loa22 das epécies L. interrogans e L.
borgpetersenii foram identificadas, e em
seguida, foram submetidas a analise no
programa Nebcutter para a identificacdo de
sitios de restricdo. Na analise comparativa
dos resultados foi identificado um sitio de
restricdo para a enzima HINDII (5°-
CTTGTT-3") presente em sorovariedades
classificadas na espécie L. interrogans na
posicdo 141 da sequéncia nucleotidica e nao



foi observado este sitio em isolados
classificados na espécie L. borgpetersenii.

4.3.2.3 Analise de restricdo do gene
Loa22 com HINDIII em
Leptospira spp

A etapa seguinte foi a realizagdo
da digestdo dos amplicons obtidos com os
iniciadores referentes ao gene Loa 22.
Assim, o0s amplicons positivos foram
incubados com a enzima de restricdo
HINDIII, conforme descrito na secdo 5. Os
produtos de digestdo foram analisados em
gel de agarose 1%, corados em solucéo de
brometo de etideo e visualizados em
transluminador com luz UV. Nos resultados
obtidos foram observadas diferencas de
tamanho entre as bandas de sorovariedades
classificadas nas espécies L. interrogans e L.
borgpetersenii com confirmacdo da presenca
de sitio de restricdo em isolados
pertencentes a espécie L. interrogans,
incluindo os isolados Lagoa e Bolivia
(Figura 11).

Figura 10 - Eletroforese do produto de
digestdo com Hindlll do fragmento de 560 bp
(Loa22) de Leptospira spp

1 23 4 5 67 8 910 1112
500bp. s — -
Canaleta 1. Padrdo de peso

molecular 1Kb, can. 2, sorovariedade Lai
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(controle sem enzima); can. 3, sorovariedade
Lai; can. 4, sorovariedade Copenhageni;
can. 5, cepa Bolivia; can. 6, Hardjo OMS;
can. 7, Norma CTG; can. 8, cepalagoa; can.
9., hardjobovis; can. 10, sejroe; can.
11, Tarassovi; can. 12,c-.

Os resultados obtidos com a
analise do gene Loa22 demonstraram que a
amplificacdo (PCR) associada a técnica de
RFLP possibilita a diferenciagdo de espécies
patogénicas (Leptospira interrogans e
Leptospira  borgpetersenii) do género
Leptospira spp. As analises dos isolados
Lagoa e Bolivia confirmaram que estas
cepas bacterianas pertencem a espécie L.

interrogans, confirmando os resultados
obtidos no sequenciamento parcial.
4.3.2.4 Analises “in silico” de

sequéncias do gene LigB em
Leptospira spp

Com o objetivo de comparar
diferentes sorovariedades classificadas na
espécie L. interrogans, na qual esta
classificado o genétipo Hardjoprajitno,
escolnemos a regido codificadora de
proteina associada a mecanismos de adesdo
na interacdo bactéria-hospedeiro.

Inicilamente, o estudo do gene
LigB foi realizado mediante andlise das
sequéncias nucleotidicas (5670 bp) e
traduzidas (1889 aa) das sorovariedades Lai,
Copenhageni, Pomona e Gripothyphosa,
classificadas na espécie L. interrogans. O
alinhamento no programa Clustal W da
sequéncia traduzida total indicou que a
regido com maior polimorfismo na
sequéncia corresponde a porcdo C-terminal
da proteina com inicio na posi¢do 1817 da
sequéncia até a posicdao 1860 (Figura 11).



Em seguida, esta porcdo C-terminal da
sequéncia do gene LigB foi submentida a
analise de homologia com

sequéncias estdo demonstrados na Figura 12.

depositadas em banco de dados, utilizando o
algoritmo “protein blast”. Os resultados

Figura 11 - Alinhamento das sequéncias traduzidas “in silico” do gene LigB de Leptospira spp

Pomona HSTSANPSPCEGINRCSSWKDTAPRSNPKWHNSPHNNWEFSLELTKYRNLIPADKAFSQFA 60

Lai HSTSANPSPCEGINRCSSWKDTAPRSNPKWHNSPHNNWESLELTKYRNLIPADKAFSQFA 60

Copenhageni HSTSANPSPCEGSNRCSSWKDTAPRSNPKWHNSPHNNWESLELTKYRNLIPADKAFSQFA 60

Leptospira HSTSANPSPCEEINRCSNWKDTAPRSNPKWHNSPHNNWFSLELTKYRNLIPADKAFSQFA 60

Grippotyphosa HSTSANPSPCEGINRCSSWKDTAPRSNPKWHNSPHTNWFSLELTKYRDLIPADKAFSQFA 60
KA KK KK KKK KK Kk Ak KKK Ak R Ak Ak ok Ak kA Kk hk ok ko k ok Ak kK o Ak Kk kA Kk Kk K

Pomona EFNGRLYVTRTICVTKEDHSGLRQSLOTVKGCTDGSYTNRRPQLWKCDPTLTGDTTTCEA 120

Lai EFNGRLYVTRTICVTKEDHSGLRQSLOTVKGCTDGSYTNRRPQLWKCDPTLTGDTTTCEA 120

Copenhageni EFNGRLYVTRTICVTKEDHSGLRQSLQTVEGCTDGSYTNRRPQLWKCDPTLTGDTTTCEA 120

Leptospira EFNGRLYVTRTICVTKEDHSGLRQSLQTVEGCTDGSYTNRRPQLWKCDPTLTGDTTTCEA 120

Grippotyphosa EFNGRLYVTRTICVTKEDHSGLRQSLQTLKGCTDGSYTNRRPQLWKCDPTLTGDTTTCEA 120
ok ok kK K Kk ok K K Kk ok K Kk ok kR R R Rk kK s s kR kK Rk Rk K Rk Rk K R kR kK R Rk ok K R kK

Pomona EDWSLVGDNGTGEFTNFGDNSNHSMTMMVASGSYLYIGFEF 158

Lai EDWSLVGDNGTGFTNEFGDNSNHSMTMMVASGSYLYIGE 158

Copenhageni EDWSLVGDNGTGFTNEFGDNSNHSMTMMVASGSYLYIGE 158

Leptospira EDWSLVGDDGTGFTNFGDHSNHSMTMMVASGSYLYIGE 158

Grippotyphosa KDWSLVGDNGTGEFTNFGDDSNHSMTMVVASGSYLYVGE 158

skKhkhkhkhk Ak e kA kA hAhhh K hkhkhkkhkhkeoehkhkhkhkhkhhko ki

Os simbolos marcam o0s residuos polimorficos presentes entre as

sorovariedades classificadas na espécie L. interrogans e os asteriscos indicam 0s

residuos altamente conservados entre os isolados.

Figura 12 - Analise de homologia entre a sequéncia de nucleotideos referente a por¢do C-terminal
do gene LigB e sequéncias depositadas em banco de dados

(Sequences produdcing sgnilicant aligaments
|
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A figura mostra a lista de 16
alinhamentos correspondentes a
sorovariedades, classificadas nas espécies L.
interrogans, L. Kirschneri, L.borgpetersenii,
L.noguchii e L.santarosai.

A partir deste estudo e analise da
sequéncia nucleotidica correspondente fez-
se a construcdo dos iniciadores (LigBl e
LigB2) com base nas sequéncias analisadas
para a amplificacdo e sequencimento parcial
do gene LigB nas sorovariedades
classificadas nas espécies L. interrogans e L.
borgpetersenii, incluindo os isolados
regionais Lagoa, Bolivia e Norma.

4.3.2.5 Amplificacdo e sequenciamento
parcial do gene LigB

Com o objetivo de obter a
sequéncia nucleotidica da espécie L.
Interrogans, sorovariedade Hardjo (subtipo
hardjoprajitno) indisponivel no banco de
dados (GenBank) e realizar a comparacéo
deste subtipo com outras sorovariedades
classificadas na espécie L. interrogans, foi
realizada amplificagdo parcial do gene LigB
e sequenciamento nucleotidico da regido. Na
amplificagdo de fragmentos especificos
referentes ao gene LigB foram utilizados os
iniciadores LigB1 e LigB2 que deram origem
a um amplicon especifico de
aproximadamente 560 bp em todas as cepas
bacterianas analisadas. Os produtos obtidos
da amplificacdo por PCR foram analisados
em gel de agarose 1% corado com solucéo
de brometo de etideo, como mostrado na
Figura 14.
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Figura 13 - Eletroforese de produto
amplificado a partir de DNA gendmico
usando os iniciadores (primers) LigBF/ LigBR

1500bp
500bp

Os produtos foram analisados em
gel de agarose 1%, corado com brometo de
etideo: canaleta 1, Padrdo de peso molecular
1Kb, can. 2, sorovariedade Lai; can. 3,
sorovariedade Copenhageni; can. 4, Hardjo
(OMS); can. 5, Norma-CTG; can. 6; cepa
Bolivia; can. 7, cepa Lagoa; can. 8; c-.

No gel demonstrado acima a partir
da canaleta 2 a canaleta 7 é possivel
observar um produto especifico amplificado
correspondente  a um fragmento de
aproximadamente 560 bp. Os amplicons
positivos obtidos foram purificados e
reamplificados para 0 sequenciamento
parcial do gene LigB. No sequenciamento
das cepas positivas foram utilizadas
sequéncias forward e reverse na
amplificagdo inicial. Foram selecionadas as
sequéncias referentes as cepas controle da
reacdo com o objetivo de confirmar a
identificacdo das cepas bacterianas utlizadas
no estudo. As sequéncias nucleotidicas dos
isolados Lagoa e Bolivia foram analisadas
no programa NCBI com aplicagdo do



algoritmo  “nucleotide blast” para a

identificacdo dos isolados bacterianos

Figura 14 - Analise de homologia entre as sequéncias de nucleotideos obtidas das cepas Lagoa e

Bolivia e sequéncias depositadas em banco de dados

A figura mostra a lista de 10
alinhamentos correspondentes a  soro-
variedades, classificadas nas espécies L.
interrogans, L. Kirschneri, L.borgpetersenii,
L.noguchii e L.santarosai.

Na andlise de identidade dos
isolados foram obtidos resultados de 99% de
identidade com as sorovariedades Lai,
Pomona e Copenhageni, em seguida foi
observado o valor de 97% de identidade com
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a sorovariedade Kennewicki cepa Kito e
isolado Pomona cepa Pl, 96% de identidade
com a sorovariedade gripothyphosa e 80%
de identidade com a sorovariedade Hardjo
gendtipo Hardjobovis, como demosntrado na
Figura 15. A partir dos resultados obtidos as
sequéncias nucleotidicas dos isolados foram
alinhadas no programa Clustal W e o0s
resultados estdo demonstrados na Figura 16



Figura 15 - Alinhamento das sequéncias nucleotidicas de 510 bp do fragmento referente ao gene
LigB em Leptospira spp
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ATAATGGAAGTATAATACACTCTACCAGTACAAATCCTAGTCCTTGTGAGGGGATCAATC
ATAATGGAAGTATAATACACTCTACCAGTACAAATCCTAGTCCTTGTGAGGGGATCAATC
ATAATGGAAGTATAATACACTCTACCAGTACAAATCCTAGTCCTTGTGAGGGGATCAATC
ATAATGGAAGTATAATACACTCTACCAGTACAAATCCTAGTCCTTGTGAGGGGATCAATC
ATAATGGAAGTATAATACACTCTACCAGTGCAAATCCTAGTCCTTGTGAGGGGATCAATC
ATAATGGAAGTATAATACACTCTACCAGTGCAAATCCTAGTCCTTGTGAGGGGATCAATC
ATAATGGAAGTATAATACACTCTACCAGTGCAAATCCTAGTCCTTGTGAGGGGATCAATC
ATAATGGAAGTATAATACACTCTACCAGTGCAAATCCTAGTCCTTGTGAGGAAATCAATC
ATAATGGAAGTATAATACACTCTACCAGTGCAAATCCTAGTCCTTGTGAGGAAATCAATC
30 52
GTTGGTTCCAGTTGGAAAGACACAGCACCTAGATCCAATCCAAAGTGGCATAACTCTCCT
GTTGGTTCCAGTTGGAAAGACACAGCACCTAGATCCAATCCAAAGTGGCATAACTCTCCT
GTTGGTTCCAGTTGGAAAGACACAGCACCTAGATCCAATCCAAAGTGGCATAACTCTCCT
GTTGGTTCCAGTTGGAAAGACACAGCACCTAGATCCAATCCAAAGTGGCATAACTCTCCT
GTTGGTTCCAGTTGGAAAGACACAGCACCTAGATCCAATCCAAAGTGGCATAACTCTCCT
GTTGGTTCCAGTTGGAAAGACACAGCACCTAGATCCAATCCAAAGTGGCATAACTCTCCT
GTTGGTTCCAGTTGGAAAGACACAGCACCTAGATCCAATCCGAAGTGGCATAACTCTCCT
GTTGGTTCCAATTGGAAAGACACAGCACCTAGATCCAATCCGAAGTGGCATAACTCTCCT
GTTGGTTCCAATTGGAAAGACACAGCACCTAGATCCAATCCGAAGTGGCATAACTCTCCT
71 102
CATAACAATTGGTTTTCACTGGAGCTTACAAAGTATCGGAATTTAATTCCGGCGGATAAA
CATAACAATTGGTTTTCACTGGAGCTTACAAAGTATCGGAATTTAATTCCGGCGGATAAA
CATAACAATTGGTTTTCACTGGAGCTTACAAAGTATCGGAATTTAATTCCGGCGGATAAA
CATAACAATTGGTTTTCACTGGAGCTTACAAAGTATCGGAATTTAATTCCGGCGGATAAA
CATAACAATTGGTTTTCACTGGAGCTTACAAAGTATCGGAATTTAATTCCGGCGGATAAA
CATAACAATTGGTTTTCACTGGAGCTTACAAAGTATCGGAATTTAATTCCGGCGGATAAA
CATAACAATTGGTTTTCACTGGAGCTTACAAAGTATCGGAATTTAATTCCGGCGGATAAA
CATAACAATTGGTTTTCACTGGAGCTTACAAAGTATCGGAATTTAATTCCGGCGGATAAA
CATAACAATTGGTTTTCACTGGAGCTTACAAAGTATCGGAATTTAATTCCGGCGGATAAA

GCATTCTCTCAATTCGCAGAATTTAACGGAAGATTGTATGTAACAAGAACGATCTGCGTA
GCATTCTCTCAATTCGCAGAATTTAACGGAAGATTGTATGTAACAAGAACGATCTGCGTA
GCATTCTCTCAATTCGCAGAATTTAACGGAAGATTGTATGTAACAAGAACGATCTGCGTA
GCATTCTCTCAATTCGCAGAATTTAACGGAAGATTGTATGTAACAAGAACGATCTGCGTA
GCATTCTCTCAATTCGCAGAATTTAACGGAAGATTGTATGTAACAAGAACGATCTGCGTA
GCATTCTCTCAATTCGCAGAATTTAACGGAAGATTGTATGTAACAAGAACGATCTGCGTA
GCATTCTCTCAATTCGCAGAATTTAACGGAAGATTGTATGTAACAAGAACGATCTGCGTA
GCATTCTCTCAATTCGCAGAATTTAACGGAAGATTGTATGTAACAAGAACGATCTGCGTA
GCATTCTCTCAATTCGCAGAATTTAACGGAAGATTGTATGTAACAAGAACGATCTGCGTA

ACGAAAGAAGATCACTCCGGACTCAGACAAAGTTTACAAACTGTGAAAGGTTGTACGGAC
ACGAAAGAAGATCACTCCGGACTCAGACAAAGTTTACAAACTGTGAAAGGTTGTACGGAC
ACGAAAGAAGATCACTCCGGACTCAGACAAAGTTTACAAACTGTGAAAGGTTGTACGGAC
ACGAAAGAAGATCACTCCGGACTCAGACAAAGTTTACAAACTGTGAAAGGTTGTACGGAC
ACGAAAGAAGATCACTCCGGACTCAGACAAAGTTTACAAACTGTGAAAGGTTGTACGGAC
ACGAAAGAAGATCACTCCGGACTCAGACAAAGTTTACAAACTGTGAAAGGTTGTACGGAC
ACGAAAGAAGATCACTCCGGACTCAGACAAAGTTTACAAACTGTGGAAGGTTGTACGGAC
ACGAAAGAAGATCACTCCGGACTCAGACAAAGTTTACAAACTGTGGAAGGTTGTACGGAC
ACGAAAGAAGATCACTCCGGACTCAGACAGAGTTTACAAACTGTGGAAGGTTGTACGGAC
286
GGAAGTTATACAAATCGAAGACCCCAACTTTGGAAATGTGATCCGACTCTAACCGGCGAT
GGAAGTTATACAAATCGAAGACCCCAACTTTGGAAATGTGATCCGACTCTAACCGGCGAT
GGAAGTTATACAAATCGAAGACCCCAACTTTGGAAATGTGATCCGACTCTAACCGGCGAT
GGAAGTTATACAAATCGAAGACCCCAACTTTGGAAATGTGATCCGACTCTAACCGGCGAT
GGAAGTTATACAAATCGAAGACCCCAACTTTGGAAATGTGATCCGACTCTAACCGGCGAT
GGAAGTTATACAAATCGAAGACCCCAACTTTGGAAATGTGATCCGACTCTAACCGGCGAT
GGAAGTTATACAAATCGAAGACCCCAACTTTGGAAATGTGATCCGACTCTAACCGGCGAT
GGAAGTTATACAAATCGAAGACCCCAACTTTGGAAATGTGATCCGACTCTAACCGGCGAT
GGAAGTTATACAAATCGAAGACCCCAACTTTGGAAATGTGATCCGACTCTAACCGGCGAT

ACAACAACCTGTGAAGCAGAAGATTGGTCTTTAGTAGGATATAACGGAACCGGATTTACA
ACAACAACCTGTGAAGCAGAAGATTGGTCTTTAGTAGGATATAACGGAACCGGATTTACA
ACAACAACCTGTGAAGCAGAAGATTGGTCTTTAGTAGGATATAACGGAACCGGATTTACA
ACAACAACCTGTGAAGCAGAAGATTGGTCTTTAGTAGGATATAACGGAACCGGATTTACA
ACAACAACCTGTGAAGCAGAAGATTGGTCTTTAGTAGGAGATAATGGAACCGGGTTTACA
ACAACAACCTGTGAAGCAGAAGATTGGTCTTTAGTAGGAGATAATGGAACCGGGTTTACA
ACAACAACCTGCGAAGCAGAAGATTGGTCTTTAGTAGGAGATAACGGAACCGGATTTACA
ACAACAACCTGCGAAGCAGAAGATTGGTCTTTAGTAGGAGATGACGGAACCGGATTTACA
ACAACAACCTGCGAAGCAGAAGATTGGTCTTTAGTAGGAGATGACGGAACCGGATTTACA
372 400 405 414
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Hprajitno AACTTTGGAGACAATTCCAATCACAGTATGACGATGATGGTTGCAAGTGGATCTTATCTC 480
Hardjo AACTTTGGAGACAATTCCAATCACAGTATGACGATGATGGTTGCAAGTGGATCTTATCTC 480
Bolivia AACTTTGGAGACAATTCCAATCACAGTATGACGATGATGGTTGCAAGTGGATCTTATCTC 480
1AGOA AACTTTGGAGACAATTCCAATCACAGTATGACGATGATGGTTGCAAGTGGATCTTATCTC 480
Pomona AACTTTGGAGACAATTCCAATCACAGTATGACGATGATGGTTGCAAGTGGATCTTATCTC 480
Lai AACTTTGGAGACAATTCCAATCACAGTATGACGATGATGGTTGCAAGTGGATCTTATCTC 480
Cop AACTTTGGAGACAATTCCAATCACAGTATGACGATGATGGTTGCAAGTGGATCTTATCTC 480
Kennewicki AACTTTGGAGACCATTCCAATCACAGTATGACGATGATGGTTGCAAGTGGATCTTATCTC 480
Kito AACTTTGGAGACCATTCCAATCACAGTATGACGATGATGGTTGCAAGTGGATCTTATCTC 480
433
Hprajitno TACATAGGTTTTGATAACGARAACGGAATTC 510
Hardjo TACATAGGTTTTGATAACGAAAACGGAATTC 510
Bolivia TACATAGGTTTTGATAACGARAAACGGAATTC 510
Lagoa TACATAGGTTTTGATAACGARAACGGAATTC 510
Pomona TACATAGGTTTTGATAACGAAAACGGAATTC 510
Lai TACATAGGTTTTGATAACGAAAACGGAATTC 510
Cop TACATAGGTTTTGATAACGARAACGGAATTC 510
Kennewicki TACATAGGTTTTGATAACGAAAACGGAATTC 510
Kito TACATAGGTTTTGATAACGAAAACGGAATTC 510
Em amarelo, as regides sequéncias com identidade prépria das
polimérfricas  encontradas  entre  as sorovariedades. As cepas classificadas na

sorovariedades Lai, Copenhageni, Hardjo e
Pomona, classificadas na espécie L.
interrogans.

Foram identificados polimorfismos
entre as sorovariedades e espécies do género
Leptospira spp. Diferencgas entre os isolados
da sorovariedade Hardjo, Copenhageni, Lai
e Pomona foram identificadas nas posi¢Ges
30 e 400 da sequéncia do gene LigB. As
posicbes 102, 286, 372 da sequéncia
nucleotidica da  sorovariedade  Lai
apresentam-se idénticas as sequéncias dos
isolados classificados na sorovariedade
Hardjo e diferencial a sorovariedade
Copenhageni. As sorovariedades kito e
kennewicki apresentam elevada homologia
nesta posicdo do gene LigB e polimdrficas
em relagdo as sorovariedades Hardjo, Lai e
Copenhageni.

Os resultados mostram que a
porcdo C-terminal da proteina codificada
pelo gene LigB apresenta capacidade
discriminatéria para a identificagdo de
sorovariedades classificadas na espécie L.
interrogans. As  sorovariedades  Lai,
Copenhageni e Pomona apresentaram
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sorovariedade Hardjo apresentaram perfil
homogéneo das sequéncias nucleotidicas e
diferencial quando comparadas as demais
sorovariedades.

4.4 LOCUS rfb

O l6cus rfb da L. Interrogans,
sorovariedade Hardjo (subtipo
hardjoprajitno) apresenta composi¢do Unica
no género Leptospira spp. Desta forma,
foram selecionados quatro genes
codificantes do lécus rfb e investigados nas
cepas regionais Lagoa, Bolivia e Norma e
comparados com com cepas de referéncia
classificadas no género Leptospira spp.

4.4.1 Amplificagdo e sequenciamento
parcial do gene WZY (ORF14)
em Leptospira spp

No género Leptospira a regido
envolvida com a codificacdo do antigeno-O
é descrita como W2ZY- Orfl4. Com o
objetivo de comparar o perfil de
amplificacdo, e em seguida, as sequéncias
nucleotidicas da regido foi construido um



par de iniciadores referentes ao gene WZY
(Orf14) com o objetivo de identificar e
comparar perfis de amplificacdo e
sequéncias de nucleotideos da regido
reconhecida como antigeno-O polimerase de
cepas de referéncia e isolados do género
Leptospira spp. Os iniciadores foram
construidos a partir de sequéncias de
referéncia disponiveis no banco de dados do
NCBI. Incialmente foi realizado o
alinhamento das sequéncias no programa
Clustal W, disponivel no Expasy tool e entéo
selecionada a sequéncia para a construgao
dos iniciadores (primers).

Figura 16 - Eletroforese de produto
amplificado a partir de DNA gendmico

usando 0s iniciadores (primers)
ORF14F/ORF14R
; — — — e G —

Os produtos foram analisados em
gel de agarose 1%, corado com brometo de
etideo: canaleta 1, Padrdo de peso molecular
1Kb, can. 2, sorovar Hardjo —genoétipo
Hardjobovis; can. 3, sorovariedade
Hardjo(OMS); can. 4, cepa Bolivia; can. 5,
cepa Mini-CTG; can. 6; cepa Norma-CTG;
can. 7, cepa Lagoa; can. 8; controle negativo

(C).
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O gel demonstrado na figura 17
mostra que todas as cepas analisadas foram
positivas, uma vez que houve a amplificacdo
de uma banda de aproximadamente 500 bp
em todas as amostras. Os amplicons obtidos
foram purificados e entdo sequenciados com
os iniciadores (primers) especificos forward
ou reverse utilizados na reacdo inicial
(Orf14F ou Orfl4R). As sequéncias de
nucleotideos dos isolados Lagoa e Bolivia
foram submetidas a analise de homologia
com sequéncias depositadas em banco de
dados utilizando o algoritmo ‘“nucleotide
blast”, disponivel no NCBI (National Center
of Biotechnology Information -
http:/www.nchi.nlm.nih.gov/).

4.4.2 Amplificacdo e sequenciamento
parcial da regido Orf22

Estudos prévios descreveram que
as ORFS 21 e 22 de L. interrogans
sorovariedade Hardjo subtype hardjoprajitno
foram adquiridas de L. borgpetersenii
sorovariedade Hardjo gen6tipo Hardjobovis.
Para avaliar se esse perfil de homologia
poderia ser confirmado nos isolados de
Minas Gerais, selecionamos a ORF 22 para
avaliacdo das cepas e comparagdo com
cepas de referéncia classificadas no mesmo
sorogrupo e assim determinar o nivel de
identidade da regido descrita como
fundamental na caracteristica fenotipica na
sorovariedade Hardjo. Para a analise
comparativa de diferentes sorovariedades
classificadas nas espécies L. interrogans e L.
borgpetersenii foi construido um par de
primer com base nas sequéncias de
nucleotideos depositadas no banco de dados
(NCBI) das espécies L. interrogans e L.
borgpetersenii. A reacdo em cadeia de



polimerase (PCR) foi realizada com os
iniciadores ORF22 (F) e ORF22 (R) com
amplificacdo parcial do gene com um
fragmento de aproximadamente 500 bp. Em
seguida o produto de PCR foi analisado em
gel de agarose 1%, corado com brometo de
etideo.

Figura 17 - Eletroforese de produto
amplificado a partir de DNA genémico com 0s
iniciadores Orf22F/Orf22R.

1 2 3 45 6 7 8 9 10111213

Os produtos foram analisados em
gel de agarose 1%, corado com brometo de
etideo. Canaleta 1. Padréo de peso molecular
1 Kb; can. 2, sorovariedade Lai; can. 3,
sorovariedade Copenhageni; can. 4, sejroe;
can. 5, Bolivia; can. 6, Hardjo OMS; can. 7,
norma CTG; can. 8, hardjobovis; can. 9,
lagoa; can. 10, mini; can.11, hebdomadis;
can. 12, canicola; can. 13, controle negativo

(c-).

O resultado do gel acima
demonstra a presenca de amplicons nas
canaletas de 4 a 11. Nas canaletas 2
(sorovariedade Lai), 3 (sorovariedade
Copenhageni), 12 (sorovariedade Canicola)
e 13 (controle negativo) ndo ha confirmacéo
da presenca de amplicons. Os amplicons
com tamanhos esperados foram purificados
e reamplificados com os primers ORF22-F
ou ORF22-R para o sequenciamento. Foram
analisadas no minimo 10 sequéncias de
nucleotideos referentes as cepas de
referéncia Sejroe genétipo Hardjobovis e
Hardjoprajitno (OMS) utilizadas como
controle de reacdo da PCR e do
sequenciamento. Para os isolados Lagoa e
Bolivia foi construida uma sequéncia
consenso a partir das analises das sequéncias
forward e reverse obtidas no
sequenciamento (Figura 18).

As sequéncias nucleotidicas obtidas para 0s
isolados Lagoa e Bolivia foram submetidas a
analise de homologia com sequéncias
depositadas em banco de dados, utilizando o
algoritmo “nucleotide blast”, disponivel no
NCBI (National Center of Biotechnology
Information -
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Os
resultados s&o mostrados na Figura 19

Figura 19 - Sequéncia nucleotidica do produto de amplificacdo a regido Orf22 dos isolados Lagoa e

Boliva

GA..3

5’ATGAATCCTTTAGTTTCTATCGTAATTCCATGTTATAATTATGGCCGATATATTCACGAAACCGTTGA
GAGTATATTGAGACAGAGATATAAAAATTGGGAAGTAATAATCGTAGATGATGGATCTAACGATCCAT
TTACAATTTCAATTATAGAGGAGTACAAAAATAAATCTGGTTTTACGGTTTTATCTATTACTCGTTCTG
GACCTTCGACGGCGCGTAATATTGGGATTGATACGGCTCAAGGAGAGTTTATACTTCCTTTGGATTC
GGACGATAGGATTCACGAGGATTATCTTTTGGAGGCGATATCCGCTTACAAAAAGAATCCGTCTTTA
AGGATTGTATATTGTGAAGCGGAGTTTTTCGGATCTATAAAAGGGAAATGGAATCTTCCTGAATATC
GTTTTCCGAATATACTTTTAGACAATTGTATATTTGTGTCTGCAGTATTTAGAAAATCAGATTGGAAGG
AAGTTGGTGGGTTTAATGAAAATATGAAAAACGAATGGGAGGATTATGATTTTTGGCTTTCGTTGATT



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Foram utilizados os primers Orf22F/Orf22R forward ou reverse. Em vermelho e
negrito, coédon de iniciacdo e em vermelho as sequéncias dos iniciadores utilizados.

Figura 18 - Andlise de homologia entre as sequéncias de nucleotideos obtidas dos isolados Lagoa e

Bolivia e sequéncias depositadas em banco de dados
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. Tetul Query
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A figura mostra a lista de cinco sorovariedade Hardjo e espécie L.

espécies de leptospiras que apresentaram borgpetersenii.
aImhAam.entos Is_,:cgm:;lcatlvos com. as Nestes resultados foi possivel
sequencias - ampliticadas com 0S - primers confirmar a homologia da sequéncia

ORF22-F — ORF22-R.

A comparacdo da sequéncia de
nucleotideos com sequéncias depositadas em
banco de dados mostra elevada identidade
com I6cus de biossintese de
lipopolissacarideo  do antigeno-O, sendo
100% de identidade com o locus rfb de
Leptospira interrogans, 97% de identidade
com a sorovariedade  Hebdomadis,
classificada na  espécie  Leptospira
interrogans e 94% de identidade com a
sorovariedade Hardjo Leptospira
borgpetersenii. Nota-se que a sorovariedade
Hebdomadis apresentou a segunda maior
identidade com os isolados. Na classificacdo
taxonébmica estes microrganismos estdo
classificados na mesma espécies de Lagoa e
Bolivia e pertencem ao mesmo sorogrupo. A
terceira maior identidade foi encontrada com
0 gendtipo Hardjobovis, classificados na

61

nucleotidica utilizada como iniciadores da
reacdo entre cepas classificadas no mesmo
sorogrupo, neste caso, sejroe, pertencentes
as espécies L. interrogans e L.
borgpetersenii. Os resultados das analises
das sequéncias nucleotidicas dos isolados
Lagoa e Bolivia permitiram classificar os
isolados no sorogrupo sejroe.

4.4.3 Estudo filogenético de Orf22 — I4cus
rfb

Com a finalidade de realizar o
estudo filogenético do gene Orf22 presente
no sorogrupo Sejroe a  sequéncia
nucleotidica do gendtipo hardjoprajitno foi
traduzida “in silico”, usando o programa
“Translate Tool”, do servidor Expasy
(secdo). A sequéncia de aminoacidos esta
apresentada na Figura 21.



Figura 19 - Sequéncia hipotética de aminoacidos para a proteina do gene Orf22 do I6cus rfb

LRQRYKNWEVIIVDDGSNDPFTISIITEEYKNKSGFTVLSITRSGPST
ARNIGIDTAQGEFILPLDSDDRIHEDYLLEAISAYKKNPSLRIVYCE
AEFFGSIKGKWNLPEYRFPNILLDNCIFVSAVFRKSDWKEVGGFN
ENMKNEWEDYDFWLSLIEKGGKVYRIPKVLFYYRIGHS

Tradugdo “in silico” da sequéncia
nucleotidica referente ao gene ORF22
localizado no locus rfb do gendtipo
hardjoprajitno, sorovariedade hardjo, espécie
Leptospira interrogans

A sequéncia de aminodcidos traduzida a

partir da sequéncia nucleotidica foi
submetida a analise de homologia com

sequéncias depositadas em banco de dados,
utilizando o algoritmo “protein blast”,
disponivel no NCBI (National Center of
Biotechnology Information -
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Os
resultados sdo mostrados na Figura 22

Figura 22 - Analise da homologia entre a sequéncia traduzida “in silico” referente 3 ORF22 e

sequéncias depositadas em banco de dados

Query seq, -
Superfanilies '

Putative conserved domains have been detected, click oo the mage below for decadled resulns

As setas na parte superior da figura
mostram a posicdo dos residuos de sitio
ativo da proteina envolvidos na reacao
enzimatica classificados na superfamilia
GTA de glycosyltransferases. Logo abaixo,
¢ mostrada a lista de proteinas que
apresentam alinhamentos significativos com
a sequéncia de ORF22.

A comparacdo da sequéncia
predita de aminoacidos do gene ORF22 com
as sequéncias presentes no banco de dados
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do NCBI demonstrou elevada homologia
com glycosyltransferases da familia GT2,
incluindo sequéncias codificadas por genes
como rfbC da espécie Myxococcus xanthus,
WifgS da espécie Escherichia coli e WfeV
de Shigella dysenteriae envolvidas com a
biossintese do antigeno-O. Nota-se também
a ocorréncia de homologia deste dominio
conservado com a proteina de membrana
ExoA envolvida na biossintese de
succinoglycano. Este composto é descrito


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

como um expopolissacarideo de elevado
composto por repetidas
unidades de octossacarideos.
comparativa da sequéncia traduzida de
Leptospira

hardjo,

peso molecular

ORF22 de
sorovariedade

hardjoprajitno com sequéncias homologas a
regido protéica de succinoglycan foram
identificadas sequéncias de aminoécidos
conservados com diversos grupos de
microrganismos, como mostrado na Figura
23.

Na analise

interrogans,
genotipo

Figura 23 - Alinhamento das sequéncias de aminoacidos da proteina ExoA do banco de dados com
a sequéncia traduzida da Orf22

Candidatus Kuenenia
L.interrogans
Nitratiruptor sp.
Methanosarcina mazei
Desulfovibrio alaskensis
Clostridium kluyveri
Photorhabdus luminescens

1 60
FVTIIMPIRNEASFINRSLGSVLAQVEVIIVDGMSDDGTMEIDNPSRIVPTGLNSAIRG
LVSIVIPCYNYGRYIHETVESILROWEVIIVDDGSNDPTISISITRSGPSTARNIGIDG
KISVIIPIYNEEKYIAKCLDSIIEQMEVLLIDGGSSDKTIDIHNPKKVVSIAMNIGIKG
FVSVVVGIRNEERYIEECIESLLRLYEITIVDGMSTDRTRELLNERKNVAAARNLGVQG
FITVVMPVRNEEQFIAATLEQLLAQFEITIVADGMSGDATPDIPNAGRRSSAGRNAGERG
TVSIIIPVYNEELYIEKCLKSIIDQIEILVIDC TDSTRDIDNEKKIQSAALNKGIKG
NISVICPILNEEKYIKGCIESLLKQLEITIFIDGCSSDSTLKVYNPAKHVPTALNIGIKG

Candidatus Kuenenia
L.interrogans
Nitratiruptor sp.
Methanosarcina mazei
Desulfovibrio alaskensis
Clostridium kluyveri
Photorhabdus luminescens

Em vermelho estdo indicados os
dominios conservados e em azul os
dominios ndo conservados entre  0s
diferentes grupos bacterianos.

4.4.4 ldentificacdo do gendtipo dos
isolados de Leptospira spp
classificados na sorovariedade
hardjo

44.4.1 Amplificacdo parcial e

sequenciamento da ORF36

Com o objetivo de realizar a
confirmacédo do gendtipo dos isolados Lagoa
e Bolivia do género Leptospira spp foi
escolhida a utilizacdo do gene ORF36 para a
tentativa de amplificacdo e sequenciamento
parcial da regido. A partir da andlise da

DITIIRVDGHAIIDTDYVGGVAFRVAFGAYRRIG
EFILPLDSDDRIHEDYSIKGKWNCIFAVEFRKV
EYVIRLDAHSFYPRDYGVGSAFRVPFGCYKKIGLYDERLODIEFNKRLKKSGG
DFVAFTDGDCKADPLWSGGSAQSNCNAMYKKAGYFDERFQDGDLNYRINKKGY
DIFLVVDGHCHIPDAMLIYSGYESNGAAYTRVGYVDESFEDVEFNYRVEQAGE
DIVVRVDAHALYDKNYIGVAKFRVWNGAFYRIGEYNENFEDNDLNNRILKRGY
EYTARIDAHSSYPSSYMGNSYFRVPFGFFKRIGLEFDEDLODDEFNNRIIKHGG
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GFDEELQDDEFNFRLTQSGG 113

FNENMEDYDFWLSLIEKGG

sequéncia de nucleotideos do gene ORF36
foi desenhado um par de iniciadores
(primers) para amplificacdo de um
fragmento de 489bp referentes a regido. No
procedimento foram escolhidas cepas
controle  classificadas em  diversas
sorovariedades e espécies de leptospiras,
além dos isolados Lagoa, Bolivia, Norma-
CTG e Mini-CTG. A realizagdo da PCR
utilizando este par de iniciador gerou um
fragmento  especifico com  tamanho
aproximado de 500 bp. Os produtos da
amplificagao por PCR foram analisados em
gel de agarose 1% corado com solugdo de
brometo de etideo (Figura 24).



Figura 24 - Eletroforese de produtos
amplificados a partir de DNA gendmico
usando os iniciadores (primers) Orf36F e
Orf36R
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Os produtos foram analisados em
gel de agarose 1%, corado com brometo de
etideo: Canaleta 1, Padrdo de peso molecular
1Kb, can. 2, Norma-CTG; can. 3, cepa
Hardjo (OMS); can. 4, cepa Bolivia; can. 5,
cepa Lagoa; can. 6; cepa Mini-CTG; can. 7,
cepa hardjobovis; can. 8; sorovariedade Lai;

can. 9, sorovariedade Copenhageni can. 10,
cepa Bataviae; can. 11, c-.

No gel apresentado na figura 24 as
canaletas 2 a 5 mostram o produto de
amplificacio com wuma UOnica banda
principal, o que corresponde as cepas Norma
(CTG), Hardjo (OMS), Bolivia e Lagoa
correspondente a um amplicon com tamanho
aproximado de 500 bp, j& nas canaletas de 6
a 10 ndo foi observado produto positivo de
amplificagio por PCR. Os amplicons
positivos foram purificados e reamplificados
com o0s iniciadores (primers) iniciais
forward e reverse para a reagdo de
sequenciamento. Foram selecionadas as
sequéncias referentes as cepas controle da
reacdo para confirmar as sequéncias geradas
no sequenciamento. As sequéncias de
nucleotideos dos isolados Lagoa, Bolivia,
Norma-CTG foram submetidas no banco de
dados no algoritmo “nucleotide blast”,
disponivel no NCBI e os resultados sdo
mostrados na Figura 25.

Figura 205 - Analise de homologia entre as sequéncias nucleotidicas obtidas dos isolados Bolivia e
cepa Hardjo (OMS) de sequéncias depositadas em banco de dados

Sequences producing significant alignments:

Accession Descriplion

AFL440T3  Leptospira interrogans b locus, complete sequence

[
more  ere
ug  ua

e

5%

A figura mostra a Unica sequéncia
que apresentou alinhamento significativo
com a sequéncia de DNA da regido ORF36.

As  sequéncias  nucleotidicas
obtidas das cepas Lagoa, Bolivia e Hardjo
(OMS) foram avaliadas no GenBank quanto
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a identidade das sequéncias geradas. Foi
confirmado que os isolados Lagoa e Bolivia
pertencem a especie L. interrogans
sorogrupo  Sejroe sorovariedade Hardjo
(subtipo hardjoprajitno). A presenga desta
regido somente no gendtipo hardjoprajitno



espécie L. interrogans sugeriu a realizacéo
do estudo filogenético da regido. A partir
desses dados as tradugdes “in silico” da
sequéncia de nucleotideos do gene ORF36

foram executadas com o programa
“Translate Tool”, do servidor ExpasyTools.
A sequéncia de aminoacidos é apresentada a
seguir na Figura 26.

Figura 26 - Sequéncia hipotética de aminoacidos para a proteina do gene Orf36do l6cus

rfb
TFAICDACYIRLIEE ITE NACSPDPEL
YTIESOENELVIME THEN S M-S GOETHNC

MHLNF TGKELA BDCLTKTYELELKD KFESSIGEVGYRY CrLDDLLPD S IWNR CSYFPDEYHMALMS SFRERAK Y TSHKFDGFDG ILK NM
Y AGELSLUME KOG NFLHNPH IDNSHEM TREMYR TLNLLYYVHNK NASFEK O GNLEL WD K KVWVKRN

Tradugdo “in silico” da sequéncia
nucleotidica referente ao gene ORF22
localizado no l6cus rfb do gendtipo
hardjoprajitno, sorovariedade hardjo, espécie
Leptospira interrogans.

Para a comparagdo e avaliacdo da presenca
de polimorfismos nas sequéncias referentes
ao gene ORF36, as sequéncias obtidas foram
alinhadas no programa CLUSTAL W. O
alinhamento das sequéncias esta
demonstrado na Figura 27.

Figura 217 - Alinhamento das sequéncias nucleotidicas referentes ao gene ORF36 de isolados de

Leptospira spp
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Lagoa TGGATGGTCTCTTGCTCGATTCGGGGAAATTCGGATATACTGTGTGTTTCCTGATAAGGT
CTG TGGATGGTCTCTTGCTCGATTCGGGGARATTCGGATATACTGTGTGTTTCCTGATAAGGT
Hardjo TGGATGGTCTCTTGCTCGATTCAGGGAAAATCGGATATATTCTGTGTTTCCTGATAAGGT
Bolivia TGGATGGTCTCTTGCTCGATTCAGGGARAATCGGATATATTCTGTGTTTCCTGATAAGGT
Lagoa AAATATGAGATTGGATGTCGAGTTTTAGAGAGCGAAAATATACCTCGAAAAAATTTGATC 120
CTG AAATATGAGATTGGATGTCGAGTTTTAGAGAGCGAAAATATACCTCGARAAAATTTGATC 120
Hardjo AAATATGAGATTGGATGTCGAGTTTTAGAGAGCGAAAATATACCTCGAAAAARATTTGATC 119
Bolivia AAATATGAGATTGGATGTCGAGTTTTAGAGAGCGAAAATATACCTCGAAAAAATTTGATC 119
45 47
Lagoa AATTTGATCAAATTTTGAAAAATAGATCTTTTGCAATTCAAGACGCTGGAGTGATAAGAT
CTG AATTTGATCAAATTTTGAAAAATAGATCTTTTGCAATTCAAGACGCTGGAGTGATAAGAT
Hardjo AATTTGATCAAATTTTGAAAAATATGACTTTTGCAATTCAAGACGCTGGAGTGATAAGAT
Bolivia AATTTGATCAAATTTTGAAAAATATGACTTTTGCAATTCAAGACGCTGGAGTGATAAGAT
s
208
Lagoa TAATAGAGGAAATAACTGGCATTGTCGATCAGTCTCCTGACCCGTCCCTATATGCTGGGG 240
CTG TAATAGAGGAAATAACTGGCATTGTCGATCAGTCTCCTGACCCGTCCCTATATGCTGGGG 240
Hardjo TAATAGAGGAAATAACTGGCATTGTCGCTCAGTCTCCTGACCCGTCCCTATATGCTGGGG 240
Bolivia TAATAGAGGAAATAACTGGCATTGTCGCTCAGTCTCCTGACCCGTCCCTATATGCTGGGG 240
*
Lagoa GCTTGAGCTTAATGGAARAAAGGAAATTTTTTAAATCCACATATCGATAATTCTCATGAAA 300
CTG GCTTGAGCTTAATGGAAAAAGGAAATTTTTTAAATCCACATATCGATAATTCTCATGAAA 300
Hardjo GCTTGAGCTTAATGGAAAAAGGAAATTTTTTAAATCCACATATCGATAATTCTCATGAAA 300
Bolivia GCTTGAGCTTAATGGAAAAAGGAAATTTTTTAAATCCACATATCGATAATTCTCATGAAA 300
Lagoa TGACGAGATCCATGTATAGAACTTTGAATCTTCTTTATTATGTAAATAAAAATTGGTCTT 360
CTG TGACGAGATCCATGTATAGAACTTTGAATCTTCTTTATTATGTAAATAAAARATTGGTCTT 360
Hardjo TGACGAGATCCATGTATAGAACTTTGAATCTTCTTTATTATGTAAATAAAAATTGGTCTT 360
Bolivia TGACGAGATCCATGTATAGAACTTTGAATCTTCTTTATTATGTAAATAAAAATTGGTCTT 360
Lagoa TGACGAGATCCACGAAAAAGGGGGGTAACTTAGAACTCTGGGATAAAAAAGTAARAACGCA 420
CTG TGACGAGATCCACGAAARAAGGGGGGTAACTTAGAACTCTGGGATAAAAAAGTAAAACGCA 420
Hardjo TGACGAGATCCACGAAAAAGGGGGGTAACTTAGAACTCTGGGATAAAAAAGTAAAACGCA 420
Bolivia TGACGAGATCCACGAAARAAGGGGGGTAACTTAGAACTCTGGGATAAARAAAGTARAACGCA 420
421 468 473
Lagoa ATGTAACTATGGAAAGCCAATTTAATCGTCTTGTGATTGTCCCGGAAACGAATCCCTGGT 480
CTG ATGTAACTATGGAAAGCCAATTTAATCGTCTTGTGATTGTCCCGGAAACGAATCCCTGGT 480
Hardjo GTGTAACTATGGAAAGCCAATTTAATCGTCTTGTGATTGTCCCGGAATCGAACCCCTGGT 480
Bolivia GTGTAACTATGGAAAGCCAATTTAATCGTCTTGTGATTGTCCCGGAATCGAACCCCTGGT 480
* * *

Lagoa CTTTCATTCGTTTAGCAGTTACAGGACTGACC 512

CTG CTTTCATTCGTTTAGCAGTTACAGGACTGACC 512

Hardjo CTTTCATTCGTTTAGCAGTTACAGGACTGACC 512

Bolivia CTTTCATTCGTTTAGCAGTTACAGGACTGACC 512

A figura mostra as sequéncias dos
isolados classificados na sorovariedade
hardjo, genétipo hardjoprajitno e as regides
em amarelo representam as regides
polimorficas entre as sequéncias e as
posicBes dos polimorfismos. Em vermelho,
as sequéncias dos iniciadores (primers)
utilizados no sequenciamento.

Na figura 27 é possivel observar a

ocorréncia de polimorfismos entre as
sequéncias de cepas classificadas na
sorovariedade Hardjo genotipo

3

Hardjoprajitno. Na figura 27 é possivel
observar a formacdo de dois subgrupos,
sendo o primeiro formado entre cepas Lagoa
e Norma-CTG e o segundo formado por
Bolivia e Hardjo (OMS).

4.4.5 Amplificagdo e sequenciamento
parcial do gene WZX (ORF15)
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Com o objetivo de avaliar as

sequéncias  nucleotidicas das  cepas
classificadas na sorovariedade Hardjo
subtipo hardjoprajitno  foi realizada a

amplificacio do gene Orfls- W2zZX
localizado no I6cus rfb do género Leptospira
spp. Na reacdo da PCR-especifica foi obtido
um Unico amplicon, com tamanho de 578 bp
para todas as cepas analisadas visualizado
em gel de agarose 1%, corado com brometo
de etideo, representado na Figura 28. O
produto amplificado de cada amostra foi
purificado para a realizagdo do
sequenciamento e as sequéncias
nucleotidicas resultantes foram alinhadas no
programa Clustal W e identificados
polimorfismos entre as cepas classificadas
na espécie L. interrogans e espécie L.
borgpetersenii e 100% de homologia entre



as cepas classificadas na espécie L.
interrogans, mostrado na Figura 28.

Figura 28 - Eletroforese de produto
amplificado a partir de DNA gendmico
usando os iniciadores (primers) WZXF/WZXR

1 2 3 4 56 78

S00DP .

Os produtos foram analisados em
gel de agarose 1%, corado com brometo de
etideo: Canaleta 1, Padrédo de peso molecular
1Kb, can. 2, gendtipo hardjobovis; can. 3,
cepa Bolivia; can. 4, Hardjo-OMS; can. 5,

cepa Lagoa; can. 6; Norma-CTG; can. 7,
sorovariedade Lai; can. 8; c-.

O gel apresentado na figura 28
mostra a presencga de produtos amplificados
em todos os isolados analisados. Observa-se
um Gnico amplicon com tamanho
aproximado de 500 bp para todas as cepas
analisadas. Sorovariedades classificadas nas
espécies L. interrogans e L. borgpetersenii
foram sequenciadas com o0s iniciadores
(primers) forward ou reverse. Em seguida,
as  sequéncias  nucleotidicas  foram
submetidas a andlise no algoritmo
“nucleotide blast”, disponivel no NCBI.

As sequéncias nucleotidicas obtidas para os
isolados Lagoa e Bolivia foram submetidas a
analise de homologia com sequéncias
depositadas em banco de dados, utilizando o
algoritmo “nucleotide blast”, disponivel no
NCBI (National Center of Biotechnology
Information -
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Os
resultados sdo mostrados na Figura 29.

Figura 29 - Sequéncia nucleotidica do produto de amplificacdo correspondente ao fragmento da
regido referente &8 WZXF/WZXR dos isolados Lagoa e Boliva

ATGTTTTTAGGAGTTTGGATAGCCCGCTATCTAGGTCCTGACAGCTATGGAAAGTTAAATTACGTGATCGCCTATATT
GCGTTAATTGGTAGTTTTACAAATTTAGGCTTAGACGGGGTTGTTGTCAGAGAACTCATTAAAGAGAAAGCTCAAAA
ACAAGAAATTATCTCTACCTCTTTTTTGTTACAATTGATCGCGGGAATATTCGCATACGGAGGAGCAATTTTACTCATT
CCAATTCTTAGACCGGATGAATCGGATCTATTTTGGATGGTATTTCTCGTCGGGTTGACTCTTATTTTTCGCTCAGTT
GGAGTAATAAAATATTGGTATGAGGCCCAAGTTTTATCCAAATACTTTGTATGGC TTGAAAACGGATTATTTTTTGTGT
TTTCGGGAGTGCGTATACTATTGATTTTAAATGGTTTCGGTGTGTTTGCTTTTATATGGGTCGGATTGATAGAATCATT
TATTAGTTTATTTGGTTATTCTTTATTATATAAATATCATAATGGCTCTTTGTCTGTACTTCACGCAAATTGGAAAAGGG
CTCAAACATTATTGAGAGATAGTTGGATGTTGTTACTTTCAGGATTGGCCGTAATTGTGTATATGCGG

Foram utilizados o0s primers
forward ou reverse. Em vermelho e negrito,
cédon de iniciacdo e em vermelho as
sequencias dos iniciadores utilizados.
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As sequéncias nucleotidicas dos
isolados Lagoa e Bolivia apresentaram
identidade de 100% com a espécie L.
interrogans, rfb l6cus, 99% de identidade


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

com as sorovariedades Lai, Grippothyphosa,
Copenhageni, Hebdomadis, canicola e por
fim, 81% de identidade com a espécie L.

borgpetersenii. Os resultados sdo mostrados
na Figura 30.

Figura 30 - Analise de homologia das sequéncias de nucleotideos obtidas das cepas Lagoa e Bolivia
referentes a regido Orfl5 e sequéncias depositadas em banco de dados

Segvenies producag pgnilcmat slignmants
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A figura mostra a lista de 13

alinhamentos correspondentes a
sorovariedades, classificadas na espécie L.
interrogans e L.borgpetersenii.

Os resultados referentes a Orf15
mostraram as cepas classificadas no
genodtipo  hardjoprajitno  apresentaram
homologia com sorovariedades da espécie L.

interrogans, indicando que esta regido
parece ndo estar envolvida com
cararcteriticas  sorolégicas do  género

Leptospira spp.

45 ESTUDO DE SEQUENCIAS DE
INSERCAO EM LEPTOSPIRA
SPP

Nesta etapa do estudo foi realizada
a analise dos elementos moveis 1S1533 e
1S1500 descritos no genoma das espécies L.
interrogans e L. borgpetersenii,
respectivamente.
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4.5.1 Construcéo dos iniciadores para
amplificacdo dos elementos
moveis

Para identificar e estimar o nimero
de codpias das sequéncias de inser¢do 1S1533
e IS1500 no genoma de bactérias da
sorovariedade Hardjo e realizar a analise
comparativa do nimero de coOpias em
diferentes cepas do género Leptospira spp
foram associadas as técnicas in silico para
avaliagdo de distribuicdo de sequéncias de
1S1533 e 1S1500 em genomas fechados de
L.interrogans sorovariedade Copenhageni e
L.interrogans sorovariedade Lai associados
aos estudos in vitro de PCR convencional e
Real Time — PCR.

Na construgdo dos iniciadores
(primers) da PCR convencional e da técnica
de Real Time — PCR das sequéncias de
insercdo 1S1533 e 1S1500 foram realizadas
analises “in silico” dos cromossomos I ¢ II



das sorovariedades Lai e Copenhageni
disponiveis no banco de dados do NCBI
(National ~ Center of  Biotechnology
Information). Em  seguida, foram
selecionadas as regides do genoma que
apresentaram 100% de identidade com as
sequéncias de insercdo de interesse no
presente estudo. Para a escolha dos
iniciadores (primers) foram selecionadas as
sequéncias nucleotidicas encontradas em
elevada porcentagem de elementos moveis,
com o objetivo de aumentar a possibilidade
de identificacdo e, por conseguinte alcancar
maior numero de sequéncias de insercao
distribuidas no genoma. Os iniciadores
(primers) foram construidos para a PCR
convencional com  amplificacdo  de
fragmento de 130 bp e realizacdo da técnica
de Real -Time PCR.

Apoés as avaliagBes in silico das
sequéncias nucleotidicas, o0s iniciadores
foram utilizados na PCR convencional com
amplificacdo de isolados regionais e cepas
de referéncia. A execucdo da PCR com estes
iniciadores gerou um fragmento
apresentando tamanho de aproximadamente
130 bp, sendo o produto da amplificacdo por
PCR analisado em gel de agarose 1%
corados com brometo de etideo (Figura 31).
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Figura 31 -
amplificado

Eletroforese de produto
a partir de DNA gendmico

usando os iniciadores (primers) 1S1533
6 7 8 910

12 3 45

Os produtos foram analisados em
gel de agarose 1%, corado com brometo de
etideo: canaleta 1, Padrdo de peso molecular
1Kb, can. 2, Hardjo (OMS); can. 3,
sorovariedade pomona; can. 4,
sorovariedade Lai; can. 5, cepa Norma-
CTG; can. 6; cepa Bolivia; can.7, cepa
Lagoa; can. 8; genétipo hardjobovis; can.9,
sorovariedade canicola; can. 10, c-.

As canaletas de 2 a 9 mostram o
produto de ampificacdo, no qual é possivel
observar uma Unica banda principal em
todas as amostras, correspondente a um
fragmento de aproximadamente 130 bp. Os
amplicons positivos foram purificados de
acordo com metodologia descrita na secéo
4.4. e em seguida foram reamplificados com
os iniciadores especificos forward e reverse,
e entdo sequenciados.

As  sequéncias  nucleotidicas
obtidas do sequenciamento referente aos
isolados Lagoa, Bolivia, Norma-CTG,
Hardjo-OMS e  Hardjobovis  foram
analisadas para a confirmacdo da regido de
interesse, no qual foram submetidas a
analise no banco de dados, utilizando o



algoritmo “nucleotide blast”, disponivel no Figuras 32 e 33.
NCBI. Os resultados sdo mostrados nas

Figura 32 - Analise de homologia das sequéncias de nucleotideos dos isolados Norma-CTG e Lagoa
com sequéncias de banco de dados

Sequences producing significant alignments:

CEDIOIELL  Leptospira borgpaterseni serovar Hardiv-bovis JB197 chromosome 2, 14 L 100% b8 i
CEN0IS0L  Leptospira borgpeterseni serovar Hardio-bovis JB197 chromosome 1, 13 L0+ 100% b8 i
CED0HE]  Lephospra borgpeterseni serovar Hardjo-bowis LSS0 chromosome 2, 14 ] 100% Bl L1
CPOMAL  Leptospra borgpaterseni serovar Handio-bows LS50 chromosome 1, 134 115544 100% b i
ML Leptospra borgpeterseni serovar Kardio-bowss isolate RZ33 insertion 14 ] 100% B8 5™

A figura mostra a lista de cinco regies com alinhamento significativo

localizadas nos cromossomos | e 1l da espécie L. borgpetersenii.

Figura 33 - Anélise de homologia das sequéncias de nucleotideos dos isolados

Bolivia e a cepa de referéncia Hardjo (OMS)

SRl .
UM Leptospira interregans serovar Copanhagen str, Foorus L1100, chw & . N LN L)
RERALL  Leptosprd ntemogans serovar Lai str, IPAV clvomosome |, comphets U b L e L
SUNEEL  Leptospra intemogans serovar Lai str, S6601 chromosome |, conpiet U 3 SN -l o
CEORIAL  Lephospra borgpetersent serovar Hardio-bovss 8197 chvomosome 1, 1 Ll ™ n L]
COWISL  Leptospra borgpetersens serovar Hardio-bovs LSS0 chromcsome 1, 11 LiSesde ™ X ue
CEORNNLL  Leplospra borgpetersens serovar Hardio-bovis 18197 chromosome 2 a S s e W%
LML Leptospina borpatersent serovar Hardi-Boves LSS0 cheomosome 2, 4 m =% 2 o
W01 Leptospra borgpetersens serovar Hardp-bovss solate RZ33 msertion. 1l =2 =5 el L
850 L boropatersens 1G-Hks DNA i 8, fe-il £

A figura mostra a lista de nove foram submetidas as analises no banco de
regides gendmicas nas espécies L. dados com a aplicagdo do algoritmo
interrogans e L. borgpetersenii, que “nucleotide blast” disponivel no NCBI. As
apresentaram alinhamentos com regifes sequéncias nucleotidicas dos isolados Lagoa
amplificadas com os iniciadores 1S1533. e Norma- CTG apresentaram 97% de

As  sequéncias  nucleotidicas identidade cg_m a sequéncia da espécife L.

borgpetersenii, sorogrupo Sejroe,

obtidas dos isolados e de cepas de referéncia
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sorovariedade Hardjo (subtipo hardjobovis), sorovariedade Hardjo sugeriu

como mostrado na figura 33, enquanto nota- possibilidade de ocorréncia de transferéncia
se uma porcentagem de 98% de identidade lateral deste elemento médvel entre as cepas
entre a sequéncia da cepa isolada Bolivia e a bacterianas.

sequéncia depositada no banco de dados
referente  a espécie L. interrogans,
sorovariedade Copenhageni.

A ocorréncia de uma cédpia
completa da sequéncia de inser¢do 1S1533
no genoma do género Leptospira spp foi

Dentre as regibes genomicas descrita na espécie L. borgpetersenii,
analisadas no trabalho somente a sequéncia sorovariedade Hardjo (subtipo hardjobovis)
de inser¢do 1S1533 revelou identidade dos (Bulach et al.,, 2006) e na espéecie L.
isolados da sorovariedade Hardjo com a interrogans, sovariedades Lai
espécie L. borgpetersenii, com isso, a Copenhageni  (Dr.Richard  Zuerner
elevada porcentagem de identidade da regido comunicacdo pessoal) com tamanho de 2.1
de 1S1533 das cepas Lagoa e Norma - CTG Kb como mostrado abaixo na Figura 34.

com a espécie Leptospira borgpetersenii

Figura 34 - Sequéncia nucleotidica referente a sequéncia de insercdo 1S1533 da espécie L.
interrogans, sorovariedade Copenhageni

Leptospira interrogans sorovariedade copenhageni

1AACTGAAATAATTGCGTACATTTCTTTCCGGCCTATTTTGGAGTCGTTTTCAACCAATTTGGCTGACAAGACTTGTCGGTCAAGG
GGAAATTCGATCCTATGGAATTGGAAAGAAATACTTTTTAAAAACAATAATTTATAATGATGATATTTGAAATTCTATGTTTTATGA
GTTCCTAGTTTCTTTACGATCTAATCAAAAATTGGTCCAATCGACTTAGAGTTTTTGTTTAAATTTAGGCATGCTCCTTATGTAGGA
ACTATTACAAAATACTGATATTATCTGCGAATTACTAAAACGTGAACCATTTCAAAACTCAAATTAGACTTTTACCCAAACCTTTTG
GATATGTGGGAACTCATACATAAGTTTAGTAATAAAACGAGATTCGAAAACTCACCAAGTAGACGAAACACATAAGACAAAATGG
CGCCCCTTCTGGGCTTGAAAACCGTGGGTTAGATGCAAGATTTGCATTTACCACAAAACAAGAAAACCGACAGAAGGAACGTAA
TGAAAAGAAAAGTATATGTAGGAATGGATGTCCACAAAGAAACGATTCAAATTGCATATTTAACGAGTAATACAAAGGAAATGGT
GAAAGAACAACAGATAAAACATAATGAGGTTCATATCAAAAAATTCATCAACAAACTCAAAACAGAATGGAACGAAATTCATTGTT
GTTACGAAGCGGGAGTAACCGGCTATCCACTTTACAGATATCTAAAGTCTTTGGGAGTGAACTGTATCCTTGTAGCACCCGGAA
AGATTCCCAGACAAAGTTCTGATAAAATCAAAACGGATAAAAGAGATGCGATCAAGTTAGCGAGATTATTACGAAGTGGGGATTT
AGAATCGATTCATGTTCCGAGTGAAGAAGACGAAGCAGTAAGGGATTATTTAAGATCCCGTGACAGTCTTCGTTTGGATTTAGGA
AGGAATCGTCAGAGGTTGATGAAGTTTCTATTAAAAAAAGGGAATGTATATTCAACAACAAAGTATTGGACAGTCAGTCATTACAA
ATGGTTGAATAATCTTCATTTTGAAAATGAGATCCTTTCATGAAACGTTTAACGACTATTACAGCCGAGTGAGAGTTCAAGAAGAG
AATCTCAAAGCGATGGATCAAAAGATTCAAGAGATCGCGAAAAGTGAAGCTTTTAGAGAACGAGTGGGAATCTTAAGATGTTTTC
GAGGAGTGGATTATCTAACCGCAATGTTCTTGCTCAGTGAGGTAAACGACTTTCGTAGATTCAAAACGGCAGGTTCTTTTATGAG
CTTTTTAGGACTTGTTCCTGGAGAATATTCCAGCGGTTCGAAAAGAAAACAAACAGGGATTACAAAAACGGGAAGTCCGAGACTT
AGAAGGATTTTGACGGAAGCTGCTTGGCAGCATCGCTTCCCCGGAACAGGAAGTAAGATCGTAGCCGCAAGAAGAACCGGACA
ACCTGCGTTAGTCGTTGCTTTAGCAGAAAAAGCTTCCTTAAGGTTACACAAGAAATTTCGTAACTTACAGCTAAGAGGAAAAACT
CCTCAAGTAATGATAACCGCAGTTTCGAGAGAACTTTCCGGATTTCTTTGGGCAGCGATGAACTTGGTAGCTTAGAGTTAGAGTA
ATGTTTCATTCAATAGCTTAATTCGTTAGAGAAGATGTACGATAAAGGAGGAATACTTGTTAGTTCAGTGTTGAAGCAATCTGCTT
TGCAGATTTGACCTACAACGCGACCCATAGGAAAGCGTTGTGCTGAGTTGTTTTTAGACTAAGAACAGCTCCCGATGTATAGATT
ATCCTGCGGTATCCAACCCGCGAATATCAGTCTGATCAATCGTCGCGAATGCTTTTCTCTAACGAGTTAAACTATTGAATGATTAA
AAAAAATATTTACTGCTCAGCTTGGGTGCGCCATATCAGAACTACTACAAAAGAAATTATCGAAAACAACGAACGGCGTTGAAAA
GAGGGTTTCTGTGGGAACTACCACATTTAACTGAAGATTCAAATATGATTTTTTTAAGTTTTTGAGGCAGACTCTAAATGCAAGCA
AATTAGGCAAAGTAATAGTTCCTACAATTTTAGAATTTATTTGTAAAATCGTA (2.1Kb)
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A sequéncia descrita acima foi
gentilmente cedida por Dr. Richard Zuerner
(United States Department of Agriculture —
USDA- USA).

46 REAL TIME -PCR EM
SEQUENCIAS DE
INSERCAO DE LEPTOSPIRA
SPP

4.6.1 Selecao de gene enddgeno e genes
alvo (1S1533 e 1S1500)

Nesta etapa do trabalho foi
realizada a selecdo do gene enddgeno
(controle) que apresenta-se no genoma com
uma copia completa no genoma e neste
estudo foi escolhido o gene secy, como
descrito por Ahmed et al. (2009). Para a
determinagdo do numero de copias foram
construidos iniciadores relativos aos genes-
alvo referentes as sequéncias de insercdo.
Para o controle da reagdo de real-time PCR
da 1S1533 foi selecionada a L. interrogans
sorovariedade Lai devido sequenciamento
completo do genoma em banco de dados.

4.6.1a Amplificacdo do gene enddgeno
secy

Nesta etapa do trabalho foi realizada a
amplificacdo do gene enddgeno secy da
sorovariedade Lai, com 13 diluigdes seriadas
do DNA genbmico a partir de uma amostra
inicial de 700 ng na proporcdo de 1:1. Na
reacdo de amplificacdo da cepa controle Lai
com o gene secy foi obtida uma curva de
temperatura de anelamento com valor de
76,6°C. A analise da curva de dissociacédo do

gene secy mostrou ndo haver picos
referentes a formacdo de dimeros de
iniciadores ou produtos inespecificos de
amplificacBes para todas as diluicbes do
DNA (Figura 35).

Figura 35 - Curva de dissociacdo do gene secy
com a cepa classificada na sorovariedade Lai
da PCR em tempo real um Unico ponto de
temperatura de dissociacao de 76,2°C
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4.6.1b Curva padrdo do gene enddgeno
secy

A curva padrdo do gene endégeno
secy foi estabelecida com a dilui¢do seriada
do DNA genbmico da sorovariedade Lai
utilizada como o controle da reagdo. Foram
identificados valores de Ct que variaram de
21,6 a 30, como mostrado na Figura 36.

Figura 36 - Curva padrao da sorovariedade Lai, espécie L. interrogans com os iniciadores (primers)

da regido secy
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No gréfico estdo indicados os
valores de Ct em relacdo as diluigdes
seriadas do DNA gendmico.

A validagéo da curva padrédo para o
gene endogeno secy foi analisada quanto aos
valores de eficiéncia da reacdo, valor de
slope (inclinagdo da reta indicando
eficiéncia de amplificacdo) e valor de R’
Nesta curva padrdo os resultados
encontrados referentes a eficiéncia da reacéo
(97,43%), valor de slope (-3,382) e
R%0,975). A partir da padronizagdo dos
valores de ct do gene enddgeno, em seguida
foram realizadas com a sequéncia de
insercdo 1S1533.

4.6.2 Amplificacdo da sequéncia de
insercdo 151533

Para o célculo da estimativa do
nimero de coOpias da 1S1533 foi realizada
inicialmente a diluicdo seriada na proporgéo
de 1:1 do DNA genbmico a partir da
guantidade de 700 ng de DNA gémico total
da sorovariedade Lai. A amplificacdo
especifica do elemento moével 1S1533 foi
confirmada com a identificacdo da curva de
temperatura de anelamento do iniciador com
0 DNA controle analisado com temperatura

Quaniity
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de melting (Tm) de 75,9°C com ocorréncia
de um pico de temperatura, indicando que
nad houve formagdo de dimeros de
iniciadores (primers) na reacdo (Figura 37).

Figura 37 - Curva de dissociacdo do gene
1S1533 da PCR em tempo real mostrando um
Unico ponto de temperatura de dissociagdo de
75,9°C
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4.6.1c - Curva padrao da sequéncia de
insercao 1S1533

A curva de dissociagdo da
sequéncia de insercdo  1S1533  foi
estabelecida com a diluicdo seriada do DNA
gendmico da sorovariedade Lai utilizada
como o controle da reagdo. Foram
identificados valores de Ct que variaram de
22 a 31, como mostrado na Figura 38.

Figura 38 - Curva padréo da sorovariedade Lai, espécie L. interrogans com os iniciadores (primers)

da regido secy
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No gréafico estdo indicados os valores de
Ct em relacdo as dilui¢bes seriadas do
DNA genbémico.
A validagéo da curva padréo para o
gene enddgeno secy foi analisada quanto aos
valores de eficiéncia da reacdo, valor de
slope (inclinagdo da reta indicando
eficiéncia de amplificacdo) e valor de RZ. 463 Quantificacio relativa do
Nesta curva padrz%o _ _oAs _ resultad?s ndmero de copias das
encontrados referentes a eficiéncia da reacao sequencias de insercio 1S1533
(104,6%), wvalor de slope (-3,215) e L eptospi ¢
R%(0,979). em Leptospira spp
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Para realizar a quantificacdo relativa do
nimero de copias das amostras do estudo
inicialmente foram obtidos os valores de Ct
da reacdo de amplificacio mediante a
aplicacdo da técnica de real time PCR. Com
0s resultados em triplicata das amostras
avaliadas no estudo foram obtidos os valores
de Ct. Na quantificacdo relativa do nimero
de copias foi selecionada a metodologia de
Ct comparativo, na qual é calculada a

variacdo do Ct do gene alvo — gene
enddgeno (normalizador), o valor de AACt e
em seguida foi efetuado o célculo de
guantidade relativa com a aplicagdo da
equagdo 2. A partir dos resultados dos
valores relativos das triplicatas calculados
com a formula 2**“ foi calculada a média
(Tabela 4).

Tabela 4 - Valores de quantificacdoo relativa e absoluta de 1S1533 em Leptospira spp

Cepas de Gene Média SD
Leptospira Ct Ct

deltaCt SD

delta Ct deltadeltaCt 2"deltadeltaCt Nuamero

de copias

Bolivia 151533 25,726793 0,049935 0,192751

Copenhageni
Hardjo(OMS)
Norma(CTG)

HB
Lagoa

Pomona
Sejroe
Wolffi

Lai

151533

151533

151533

1S1533

151533

151533

151533

151533

151533

22,1872634
21,8794307
21,7971191
23,7434120
22,861251
21,73593
22,127157
22,74475

24,232961

0,1226192
0,0676425
0,0939018
0,2748959
0,0591072
0,0690079
0,1492228
0,2377005

0,0391139

0,1418981

0,1241282

0,15647394

0,3501340
0,0795818
0,0911748
0,1519651
0,2909959

0,3663198

3,539529 1,68000 4,04597955 24,2758

0
-0,3078327
-0,3901443
1,5561485
0,6739883
-0,4513320
-0,0601062
0,557493

2,045698

0
1,227109909
0,700323105
0,713933945
0,969415665
-0,107841492
2,099370956
1,692554474

1,144641876

1
2,8563854
1,4526342
0,7888899
2,5928357
0,83024078
1,8518234
2,2655346

1,0121624

1
8,71580
17,1383
4,73333
15,55701
4,98144
11,11094
13,59320

6,072974

4.6.4 Quantificacdo absoluta do
namero de cépias de 1S1533 de
Leptospira spp

Para realizar a estimativa do valor
absoluto do numero de cépias da 1S1533 foi
aplicada a equagdo 2°*°. O valor do
nimero de copias utilizado foi selecionado
de dados da literatura e em relacdo a 1S1533
foi utilizada a sorovariedade Lai como cepa
controle da reagdo. Assim, foi aplicada a
equacdo 2*“* no célculo do valor absoluto
do nimero de cépias. Para o estabelecimento
do nimero de cdpias distribuidas nas cepas
deste estudo, inicialmente foram realizadas
andlises in silico para a avaliagdo do nimero
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de sequéncias completas de 1S1533 com
similaridade de 100% com os iniciadores
(primers) selecionados para 0s estudo in
vitro. Assim, andlises realizadas com
aplicagdo do algoritmo Blastn indicaram a
presenca de uma copia completa na
sorovariedade Copenhageni, classificada na
espécie Leptospira interrogans.

Os resultados obtidos nos estudos
in vitro mostraram ndmero reduzido do
elemento modvel 1S1533 em cepas
bacterianas classificadas nos sorogrupos
Sejroe e Icterohaemorrhagiae. Os valores
obtidos para as cepas isoladas Lagoa,
Bolivia e Norma apresentaram-se entre 1,6 e
2,3, 0s quais ndo foram muito divergentes



guando comparados com as cepas de
referéncia  classificadas na  espécie
L.interrogans. Infelizmente, ndo foi o
estabelecimento do nimero de copias da
cepa classificada na espécie L.borgpetersenii
sorovariedade Hardjo-Bovis, visto que o
nimero excessivo destes elementos moveis
gerou resultados inespecificos no processo
de amplificacdo do material gendmico.
Grande numero destes elementos com 95%
de similaridade com os iniciadores utilizados

para a amplificacdo geraram resultados
inadequados para a comparagéo, visto que o
objetivo era a observacdo da validacdo dos
estudos in silico com as analises in vitro e 0s
iniciadores foram desenhados visando a
amplificacdo das cepas classificadas em
ambas as espécies L.interrogans e
L.borgpetersenii como ilustrado na Figura
39.

Figura 39 - Analise de variancia (ANOVA -one way) dos valores de ACt do gene normalizador
(secy) e gene alvo (1S1533) das sorovariedades do género Leptospira spp
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A anélise de varancia dos valores
médios de 2 (**“) das sorovariedades
pomona, Hardjo cepa Hardjo (OMS),
sorovariedade Lai, sorovariedade Hardjo
cepa Lagoa, sorovariedade Copenhageni,
cepa Bolivia, cepa HB  (gendtipo
hardjobovis), sorovariedade wolffi,
sorovariedade Hardjo (Norma —-CTG).

A representacdo  grafica da
distribuicdo do elementos mdvel 1S1533 estéa
demonstrada na figura 39. O nlmero
absoluto do numero de copias de 1S1533
apresenta relevancia quando observamos as

cepas classificadas no sorogrupo
Icterohaemohrragiae sorovariedade
Pomona, Lai e Copenhageni. O isolado

Norma mostra-se semelhante as cepas de
referéncia OMS e Lagoa., enquanto o
isolado Bolivia apresenta-se semelhante a
sorovariedade Wolffi também classificada
Nno sorogrupo Sejroe.

<
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Cepas de Leptospira spp.
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4.6.5 Sequéncia de inser¢do 1S1500

4.6.5.1 Amplificacdo do gene enddgeno
secy

O célculo da estimativa do nimero
de coépias do elemento movel 1S1500 foi
realizado inicialmente com a padronizagéo
da curva padrdo da sorovariedade Lai
utilizada como controle de amplificacdo do
iniciador 1S1500 e estabelecimento dos
valores de Ct. Foram realizadas diluicGes
seriadas do DNA gendmico a partir da
guantidade de 500 ng do DNA total na
proporcéo de 1:1.

46,52 Curva padrdo do
endogeno secy

gene

A curva padréo estabelecida com a dilui¢bes
seriadas do DNA  genbmico da



sorovariedade Lai (controle) a partir da apresentaram variacdo de 20 a 25, conforme
quantidade de 350 ng permitiu a indicado na Figura 40.
determinacdo dos valores de Ct que

Figura 40 - Curva padréo da sorovariedade Lai, espécie L. interrogans com os iniciadores (primers)
da regido secy
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No grafico estdo indicados os R?(0,996). A partir dos valores obtidos com
valores de Ct em relacdo as diluigcdes a cepa controle foram realizadas as
seriadas do DNA genbmico. amplificagbes em triplicatas das cepas

isoladas e cepas de referéncia descritas na
tabela 10. Os valores de Ct foram utilizados
para 0 célculo de ACt, AACt e 2 |
mostrados na Tabela 5.

A validagéo da curva padréo para o
gene alvo 1S1500 foi analisada quanto aos
valores de eficiéncia da reacdo, valor de
slope (inclinagdo da reta indicando
eficiéncia de amplificacdo) e valor de R’
Nesta curva padrdo os resultados
encontrados referentes a eficiéncia da reacao
(107,2%), valor de slope (-3,161) e

Tabela 5 - Valores de quantificacdoo relativa e absoluta de 1S1500 em Leptospira spp
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Cepasde Gene  Média SD deltaCt Delta Deltadelta 27 deltadeltaCt Numero de
L eptospira Ct Ct SD Ct Ct copias
Bolivia 1IS1500 23,884643 0,0727199 0,0827517 2,5995540 1,999048233  4,04597955 24,2758
Copenhageni 1S1500 21,285089 0,2396263 0,3311314 0 -0,017440796 1 6
Hardjo(OMS) 1S1500 20,675079 0,1237552 0,1689937 -0,6100101 1,496749878  2,8563854 8,71580
Norma(CTG) 1S1500 21,095544 0,0516416 0,0577764 -0,1895446 0,521230698  1,4526342 17,1383
HB 1IS1500 23,412624 0,6053271 0,6054425 2,1275348 -0,359544754  0,7888899 4,73333
Lagoa 1S1500 21,331163 0,0614248 0,1597318 0,0460739 1,357089996  2,5928357 15,55701
Pomona 1S1500 19,340366 0,7505227 0,7510401 -1,9447231 -0,285839081  0,83024078 4,98144
Sejroe 1S1500 23,212120 0,0869398 0,6899976 1,9270305 0,871505737  1,8518234 11,11094
Wolffi 1IS1500 22,47332  0,0765612 0,1042068 1,1882324 1,162410736  2,2655346 13,59320
Lai 1S1500  24,512205 0,2069295 0,2465989  3,2271156 0 1,0121624 6,072974

4.6.5.3 Amplificacédo da sequéncia de
insercao 1S1500

Para o célculo da estimativa do
nimero de copias da 1S1500 foi realizada
inicialmente a dilui¢do seriada na proporgéo
de 1:1 do DNA genbmico a partir da
guantidade de 700 ng de DNA gendémico
total da sorovariedade Lai. A amplificacdo
especifica do elemento moével 1S1500 foi
confirmada com a identificacdo da curva de
temperatura de anelamento do iniciador com
0 DNA controle analisado com temperatura
de melting (Tm) como mostrado na Figura
41.
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Figura 41 - Curva de dissocia¢do da regido
1S1500 da PCR em tempo real mostrando um
Unico ponto de temperatura de dissociagdo de
76,7°C

Derivative Reporter (-Rn)

4.6.5.4 Curva padrao da sequéncia de
insercao 1S1500

A curva padrdo da sequéncia de
insercdo 1S1533 foi estabelecida com a
diluicdo seriada do DNA gendmico da
sorovariedade pomona utilizada como o
controle da reacdo. Foram identificados



valores de Ct que variaram de 20 a 27, como
mostrado na Figura 42.

Figura 42 - Curva padréo da sorovariedade Lai, espécie L. interrogans com os iniciadores (primers)

da regido secy
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No gréfico estdo indicados os
valores de Ct em relacdo as diluigdes
seriadas do DNA gendmico.

4.6.5.5 Quantificagdo relativa do
namero de copias das
sequéncias de  insercdo

1S1500 em Leptospira spp

Para realizar a quantificacdo
relativa do numero de coOpias das amostras
do estudo inicialmente foram obtidos o0s
valores de Ct da reacdo de amplificacdo
mediante a aplicacdo da técnica de real time
PCR. Com os resultados em triplicata das
amostras avaliadas no estudo foram obtidos
os valores de Ct. Na quantificacdo relativa
do numero de copias foi selecionada a
metodologia de Ct comparativo, na qual é
calculada a variagdo do Ct do gene alvo —
gene enddgeno (normalizador), o valor de
AACt e em seguida foi efetuado o calculo de
guantidade relativa com a aplicagdo da
equagdo 2
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4.6.5.6 Quantificacdo absoluta do
namero de copias de 1S1500
de Leptospira spp

Para realizar a estimativa do valor
absoluto do nimero de copias da 1S1500 foi
aplicada a equagdo (NUmero de copias) X 2°
AACt 0O valor do nimero de copias utilizado
foi selecionado de dados da literatura e em
relacio a I1S1500 foi utilizada a
sorovariedade Lai como cepa controle da
reacdo. Assim, foi aplicada a equagio 2!
no calculo do valor absoluto do nimero de
copias. Para o0 estabelecimento da
quantificagdo absoluta do nimero de copias
das cepas do estudo foi selecionada a cepa
Lai, na qual foi avaliada a distribuicdo das
sequéncias dos iniciadores em todo o
genoma desta bactéria. Para a a avaliagdo foi
aplicado o algoritmo Blastn e identificacdo
do ndmero de sequéncias completas dos
iniciadores para validagdo dos estudos in



vitro conduzidos com as cepas isoladas e de
referéncia.

Os resultados encontrados para as
cepas bacterianas classificadas no sorogrupo
Sejroe (Norma, Lagoa, OMS e Wolffi)
demonstraram elevado nimero de coOpias de
IS1500 quando comparadas aos resultados
observados para as cepas classificadas no
sorogrupo Icterohaemohrragiae, dentre elas,
sorovariedades Lai, Copenhageni e Pomona.
As diferencas encontradas entre os valores
absolutos do numero de colpias entre 0s
isolados regionais Lagoa, Bolivia e Norma
foram de aproximadamente de 16 copias, 24
copias e 9 coOpias, respectivamente.
Interessante observar que a cepa classificada
na sorovariedade Wolffi apresentou o
nimero de 13 copias, semelhante ao isolado
Lagoa.

No sorogrupo
Icterohaemohrragiae 0S nimeros
encontrados de sequéncias completas de
elementos moveis classificados como
IS1500 foram significamente menores,
dentre os quais as cepas Lai e Copenhageni
apresentaram ndmeros idénticos de cépias
de is1500, totalizando seis copias, enquanto
a cepa classificada na sorovariedade Pomona
apresentou aproximadamente cinco cépias
de [1S1500 distribuidas no genoma. A
representacdo grafica abaixo (Figura 43)
ilustra diferencas significantes entre as cepas
isoladas no Estado de Minas Gerais. As
cepas Lagoa e Bolivia, isoladas em um
mesmo surto de leptospirose apresentaram
resultados mais similares guando
comparadas com a cepa Norma obtida em
um isolamento distinto.

Figura 43 - Analise de variancia (ANOVA -
one way) dos valores de ACt do gene
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normalizador (secy) e gene alvo (1S1500) das
sorovariedades do género Leptospira spp
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Cepas de Leptospira spp.

A andlise de varancia dos valores
médios de 2 (**“) das sorovariedades
pomona, Hardjo cepa Hardjo (OMS),
sorovariedade Lai, sorovariedade Hardjo
cepa Lagoa, sorovariedade Copenhageni,
cepa Bolivia, cepa HB  (gendtipo
hardjobovis), sorovariedade wolffi,
sorovariedade Hardjo (Norma —CTG).

A representacnao gréafica dos
resultados ilustra diferencas significantes
entre as cepas isoladas no Estado de Minas
Gerais. As cepas Lagoa e Bolivia, isoladas
em um mesmo surto de leptospirose
apresentaram resultados mais similares
guando comparadas com a cepa Norma
obtida em um isolamento distinto.

47 APLICACAO DO ESTUDO
MOLECULAR EM CEPAS
DE LEPTOSPIRA SPP

Os estudos de biologia molecular
em procariotos tem contribuido para a

identificacédo e caracterizacdo de
microrganismos, permitindo avaliar
mecanismos de infeccdo de agentes



infecciosos. As analises moleculares do
genoma de procariotos tem apresentado
significante aplicacdo na pesquisa de
marcadores genéticos para o diagnostico de
doencas infecciosas.

Neste estudo a selecdo de regides
codificadoras de proteinas antigénicas foi
realizada com o propésito de confirmacdo da
classificagdo taxondmica de cepas de
referencia de Leptospira spp e identificagdo
de isolados do genero Leptospira com o
objetivo de sugerir marcadores genéticos
para a identificacdo de espécies, sorogrupos
e gendtipos do genero Leptospira. Estudos
prévios de leptospirose demonstraram o uso
de marcadores genéticos selecionados a
partir de lipoproteinas conservadas para a
identificacdo e caracterizacdo de cepas de
Leptospira spp.

Nos resultados obtidos neste
trabalho com base nas analises de genes
componentes do locus rfb foi possivel
confirmar que determinadas  regides
gendmicas apresentam correlacdo direta com
perfis sorolégicos dos isolados classificados
Nno sorogrupo sejroe, espécies L. interrogans
e L. borgpetersenii. Os resultados obtidos
com o gene Orf22 possibilitaram identificar
homologia da regido somente em
sorovariedades classificadas no sorogrupo
sejroe, agrupando cepas com caracteristicas
sorolégicas similares, permanecendo
possivel a diferenciacdo em sorovariedade e
espécie gendmica.
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O lécus rfb representa uma regiao
gendmica de grande valor no estudo e na
comparacdo dos gendtipos hardjorpajitno e
hardjobovis, classificados nas espécies L.
interrogans e L. borgpetersenii,
respectivamente. Na analise in silico das
sequéncias nucleotidicas da regido as regides
intergénicas proximas a determinados genes
mostram que as diferecas de composicdo da
regido ndo estd restrita a determinados
genes, mas € uma caractristica possivel de
identificagdo em regides distintas envolvidas
na biossintese do antigeno-O.

No estudo do Idcus rfb foi confirmado que o
gene Orf36 descrito somente no gedtipo
hardjoprajitno, espécie L. interrogans
encontra-se somente em isolados
classificados neste genotipo. A presenca
desta regido genémica somente no genotipo
hardjoprajitno permite sugerir esta regido
gendmica como marcador genético para a
identificacdo e diagnostico da leptospirose
bovina. A associacdo da reacdo em cadeia de
polimerase (PCR) com o uso de enzimas de
restricdo para clivagem de regides
especificas do DNA podem colaborar na
identificacdo especifica de cepas mais
frequentes envolvidas na leptospirose
bovina. O estudo “in silico” das sequéncias
nucleotidicas obtidas com os iniciadores da
regido Orf36 mostraram que existe a
possibilidade de diferenciacdo de isolados
classificados no mesmo genétipo do género
Leptospira (Figura 44).



Figura 44 - Representacdo esquematica de identificacdo de isolados do género Leptospira com
aplicacdo de genes Orf22 e Orf36 localizados no lécus rfb da sorovariedade Hardjo, genotipo

hardjoprajitno, espécie L.interrogans

48 PIROSEQUENCIAMENTO E
MONTAGEM DO GENOMA
DA CEPA NORMA

O sequenciamento completo do
genoma da espécie Leptospira interrogans
sorogrupo Sejroe sorovariedade Hardjo
gendtipo hardjoprajitno cepa Norma foi
realizado a partir de 5 ng de DNA gendmico
com integridade previamente analisada. O
sequenciamento foi realizado de acordo com
0 descrito no item 3.12.1 com uso de
reagentes da série Titdnio (GS-FLX
Titdnium Series Reagents) e 0 equipamento
454, Foram realizadas duas metodologias de
sequenciamento sendo a primeira descrita
como shotgun e a segunda conhecida como
Paired-end Tags. Na metodologia de
shotgun foi identificado um total de 603.466
reads, totalizando 240.390.839 bases, ja na
analise de paired-end foram identificadas

Extracao PCR
Dados - > DNA orf22
Epidemioldgicos gendmico
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Sorogrupo Sejroe
Sorovariedades:
-Hebdomadis

-Wolffi

-Sororvariedade hardjo
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Ddel
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Sorogrupo icterohaemohrragiae
Sorovariedades:
canicola, lai, copenhageni e pomona

581.843 reads contendo extremidades dos
fragmentos, totalizando, ap6s a extracdo do
adaptador, 911.237 reads e 193.364.067
bases.

A Figura 45 mostra a distribuigcdo
de reads por tamanho referente ao
sequenciamento da cepa Norma. Os perfis
obtidos sdo similares aos descritos pelo
fabricante  com  maior  distribuigdo
equilibrada das sequéncias com tamanho
médio de 400 bases.

As sequéncias obtidas foram
submetidas ao programa Newbler (454 Life/
Sciense / Roche) para montagem preliminar
e realizada em conjunto com a aplicacéo dos
programas FGAP e Jcontigsort (Piro et al.,
2014) para adequada montagem dos dois
cromossomos. A montagem final do genoma
mostrou que os dois cromossomos da cepa
Norma foram completamente sequenciados,



sendo que o cromossomo | montado
apresenta um total de 4.406.719 bp e os
segundo cromossomo apresenta 355. 432 bp.

Em resumo, as andlises realizadas
indicam que o sequenciamento realizado foi
suficiente para obtermos o genoma completo
da cepa Norma, uma vez que as reads
obtidas cobrem 100% da sequéncia do
genoma das sorovariedades Lai e

Copenhageni, classificadas na
Leptospira interrogans (Figura 45).

espécie

A montagem final do genoma mostrou que
0s dois cromossomos da cepa Norma foram
completamente sequenciados, endo que o
cromossomo | montado apresenta um total
de 4.406.719 bp e os segundo cromossomo
apresenta 355. 432 bp e a figura 46 ilustra a
circularizacdo e circularizacdo e
distribuicdoo de CDS e demais constituintes
do genoma, como indicado na Figura 46.

Figura 45 - Distribuicdo das sequéncias geradas no sequenciador 454 por tamanho em bases
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Figura 46 - Montagem dos cromossomos (I e 1) referentes a sequéncia completa do genoma da
espécie L. interrogans sorogrupo Sejroe sorovariedade Hardjo genétipo hardjoprajitno
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A figura 45 é uma composicéo de
imagens geradas como resultados do
sequenciador 454 e referem-se as duas
regides da placa em que foram realizadas as
duas metodologias do sequenciamento (A)
shotgun e (B) paired — end. Os graficos
mostram 0s tamanhos das sequéncias (em
bases) no eixo X e o nimero de sequéncias
(reads) no eixo Y

As figuras ilustram, em vermelho,
a distribuicdo de CDS (regides codificadoras
do genoma) anotadas como hipotéticas ou
preditas, em azul estdo representadas as
CDS com funcéo estabelecida, em verde as
sequéncias de tRNA e em azul claro em
regido central da figura os genes rRNa
ribossomal.

4.9 IDENTIFICACAO SOROLOGI-
CA DOS ISOLADOS DE
LEPTOSPIRA SPP

Na classificacdo taxonémica atual

sdo reconhecidas aproximadamente 300
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sorogrupos de leptospiras. A identificacdo
de isolados deste género diverge de demais
géneros bacterianos, utilizando analises
sorolégicas e  gendmicas para a
determinagdo filogenética (Faine et al.,
1999). A aplicacdo de grupos de anticorpos
monoclonais para a identificacdo de
sorovariedades é indicada como a
metodologia mais eficaz na diferenciagéo de
cepas com caracteristicas  fenotipicas
idénticas  (trabalho  soroldgico). O
conhecimento do sorogrupo e sorovariedade
de isolados do género sdo realizados com a
utilizacdo de métodos como MAT e
anticorpos monoclonais, respectivamente
(Faine et al., 1999).

Nesta etapa do trabalho,
selecionamos os anticorpos monoclonais de
acordo com caracteristicas epidemioldgicas
da regido como hospedeiro do isolado e
historico de isolamentos de leptospiras de
determinada  regido  geogréfica.  As



sorovariedades Hardjo e Mini foram
descritas no estado de Minas Gerais obtidas
a partir da espécie bovina (Moreira, 1994).
A partir destas informagdes dois anticorpos
selecionados para o sorogrupo Sejroe e
especificos para as sorovariedades Hardjo e
mini foram aplicados neste estudo.

As anélises sorolégicas indicaram
que os isolados Lagoa e Bolivia pertencem
ao sorogrupo Sejroe sorovariedade Hardjo.
E importante ressaltar que em inquéritos
epidemioldgicos em Minas Gerais a
sorovariedade prevalente corresponde a
sorovariedade Hardjo. Distintos estados
brasileiros como S&o Paulo, Rio de Janeiro,
Mato Grosso, Parana apresentam o mesmo
perfil epidemioldgico. Paises com grandes
rebanhos bovinos como Estados Unidos e
Austrélia descrevem a participacdo da
sorovariedade Hardjo no desenvolvimento
da doenga.

4.10 IDENTIFICACAO GENOMICA
DE ISOLADOS DE
LEPTOSPIRA SPP

A identidade de microrganismos
bacterianos est4 diretamente associada as
sequéncias codificadoras para 0 16S rRNA
ribossomal. A regido ribossomal é indicada
para 0 reconhecimento ao nivel de espécie
de grande nimero de géneros bacterianos,
incluindo o género Leptospira spp.

Nesta etapa do  trabalho,
construimos primers para a regido 16S
rRNA ribossomal com o objetivo de
amplificacdo e sequenciamento de 1350 bp
dos isolados Lagoa e Bolivia e nove cepas
de referéncia desta familia bacteriana.

No estudo das homologias das
sequéncias  nucleotidicas obtidas  dos
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isolados Lagoa e Bolivia, observamos 100%
de identidade do isolados com sequéncia da
espécie L. interrogans, sorovariedade Sejroe
genétipo  hardjoprajitno  disponivel  no
GenBank e 99% de homologia com
diferentes sorovariedades classificadas na
mesma espécie.

Ao considerarmos cepas L550 e
JB197, classificadas na sorovariedade hadjo,
genotipo  hardjobovis e  espécie L.
borgpetersenii o percentual de homologia
com o0 genoétipo hardjoprajitno reduz e é
encontrado um valor de 97% de identidade
entre as sequéncias. A partir dessas analises
é possivel concluir que em leptospiras a
regido 16S rRNA ribossomal é responsavel
por atribuir caracteristicas de espécie a este
género bacteriano, assim como nos demais
géneros bacterianos. Estudos prévios com
cepas de leptospiras, utilizando a regido 16S
rRNA ribossomal para a identificacdo de
cepas bacterianas demonstraram que a
capacidade de discernimento da regido
atinge o grau de espécie (Ahmed et al., 2006
Gongalves et al., 2010).

4.11 ANALISE COMPARATIVA DE
ISOLADOS DO GENERO
LEPTOSPIRA

O sequenciamento completo de
duas espécies patogénicas do género
Leptospira spp possibilitou o estudo de
diferentes regiGes genéticas que compdem 0
genoma de leptospiras. Com base nestes
dados, inicialmente foram escolhidas trés
regiGes antigénicas, incluindo genes Loa22,
LigB e locus rfb.

No grupo dos genes que codificam
para  proteinas com  caracteristicas
imunogénicas encontra-se 0 gene Loa 22.



Estudos prévios confirmaram o elevado
nivel de expressdo desta proteina no
processo infeccioso da leptospirose (Ristow
etal., 2001).

O gene Loa22 ndo havia sido
utilizado em estudos taxondmicos de
identificacdo de cepas de Leptospira spp.
Neste estudo foi demonstrado que as
espécies L. interrogans e L. borgpetersenii
apresentam polimorfismos na sequéncia de
nucleotideos referente ao gene Loa 22. Um
sitio de restricdo diferencial para a enzima
de restricdo Hindlll foi identificado em
sorovariedades da espécie L. interrogans,
enquanto nas sorovariedades classificadas na
espécie L. borgpetersenii  ndo foi
identificado o sitio de restricdo para esta
enzima, indicando assim que esta regido do
genoma pode ter aplicacdo para a
identificacéo e caracterizacgdo de isolados do
género Leptospira spp.

Em busca de genes ainda
associados com viruléncia no género
Leptospira spp identificamos o gene LigB
que apresenta em sua estrutura dominios de
immunoglobulinas foi descrito em todas as
espécies patogénicas de leptospiras e
aplicado na tipificacdo de isolados do género
Leptospira spp (Mc Bride et al., 2009).
Estudos “in silico” da sequéncia de
nucleotideos do gene LigB possibilitaram a
identificacdo de regido  polimdrfica
correspondente a porcdo C-terminal da
sequéncia nucleotidica traduzida. No
alinhamento das sequéncias nucleotidicas de
cepas sequenciadas e de sequéncias
depositadas no banco de dados (GenBank)
foram verificados polimorfismos entre as
sorovariedades Lai e Copenhageni, cepas
classificadas na sorovariedade pomona e um
perfil homogéneo entre as sequéncias de
nucleotideos da sorovariedade hardjo, assim
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foi possivel diferenciar cepas de diferentes
sorovariedades classificadas na espécie L.
interrogans.

Tradicionalmente, a classificacdo
taxonémica do género Leptospira spp em
nivel de sorovariedade é realizada com
aplicagdo de metodologia soroldgica. Nesta
etapa do estudo verificou-se que a
identificacdo dos isolados do género
Leptospira spp pode ser realizada com
analises moleculares dos microrganismos. A
terceira regido antigénica selecionada para o
estudo comparativo de isolados do género
Leptospira foi o lécus rfb.

Na sorovariedade Hardjo a regido
codificadora do antigeno-O ¢é identificada
como ORF14-WZY (Kalambaheti et al.,
1999). Neste estudo verificamos a
amplificacdo da regido ORF14 em cepas da
sorovariedade Hardjo e nos isolados Lagoa e
Bolivia. No estudo das sequéncias de
nucleotideos dos isolados Lagoa e Bolivia
foi identificada 99% de identidade com a
sorovariedade Hebdomadis, Wolffi, e em
seguida na sorovariedade Hardjo genoétipo
hardjobovis. A similaridade entre cepas da
sorovariedade Hardjo ja havia sido relatada,
por isso ja era esperada, porém foi
observado que a regido codificadora da
ORF14 conserva caracteristicas de espécie.
Identificamos  elevada identidade do
gendtipo hardjoprajitno com a sorovariedade
Hebdomadis, classificada na espécie L.
interrogans. Por outro lado, estudos prévios
descreveram que a ORF14 do gendtipo
hardjoprajitno foi adquirido do genoétipo
hardjobovis (De La Pena-Moctezuma et al.,
1999).

O locus rfb na sorovariedade
Hardjo  gendtipo  hardjoprajitno  foi
comparado e diferencas na organizacdo e



niamero de regides codificantes foram
identificadas, como por exemplo, a ORF36
localizada entre as ORFs 3 e 4 (De La Pefia-
Moctezuma et al., 1999).

A identificacdo de homologia da
sequéncia nucleotidica relativa a Orf22 entre
sorovariedades classificadas no sorogrupo
Sejroe indica que esta regido provavelmente
ndo tem participacdo direta na caracteristica
fenotipica da  sorovariedade  Hardjo,
contrério ao descrito pelo autor DelLa Pefia-
Moctezuma et al. (1999). Por outro lado,
estes dados corroboram com estudos prévios
descritos por Kwenty et al. (1993), em que a
partir do sorogrupo Hebdomadis diferentes
subgrupos autbnomos foram  descritos,
dentre eles, 0 sorogrupo Sejroe e Mini.
Desta forma os isolados com idéntica
classificagdo sorologica apresentam elevado
grau de similariedade na anélise de regides
componentes do l6cus rfb relacionadas com
a biossintese do antigeno-O.

A andlise de homologia das
sequéncias de nucleotideos dos isolados
Lagoa e Bolivia, sorovariedade hardjo,
espécie L. interrogans demonstrou elevada
homologia ~com as  sorovariedades
hebdomadis e wolffi, seguido pelo gendtipo
hardjobovis, espécie L. borgpetersenii
(Kmety et al.,, 1993). O gene Orf22
mostrou-se especifico na identificacdo de
sorovariedades classificadas no sorogrupo
sejroe, sugerindo que a regido apresenta
elevado potencial para a identificacdo de
bactérias classificadas no sorogrupo sejroe.

No lécus rfb a regido o gene Orf22
é responsavel por codificar
glycosiltransferase assim como outros genes
que participam da biossintese do antigeno-
O. Analises utilizando as ferramentas Blast
X e PSI-Blast indicaram homologia com o
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dominio conservado referente a proteina
ExoA, um expopolissacarideo envolvido na
sintese de biofilme. A identificacdo de
homologia com diferentes regiGes proteicas
de uma proteina codificada por um Unico
sorogrupo pode inferir caracteristicas de
adaptagdo ao meio ambiente e hospedeiro de
sorovariedades classificadas no sorogrupo
sejroe.

Estudos prévios indicam que o0s
expopolissacarideos participam na
manutencdo do agente bacteriano no meio
ambiente. RegiBes codificantes de proteinas
de viruléncia no género Leptospira
apresentaram capacidade de formacgdo de
biofilme, sendo assim diferentes regides
codificantes de proteinas antigénicas podem
apresentar propriedades diferenciais no
mecanismo de viruléncia, incluindo a
interagcéo bactéria- hospedeiro e
permanéncia no meio - ambiente.

No estudo do lécus rfb a anélise da
ORF15 confirmou os relatos na literatura
com identificagdo de elevada identidade da
sequéncia nucleotidica com as srovariedades
Lai e Copenhageni (De La Pefia-Moctezuma
et al., 1999). No genoma bacteriano algumas
propriedades e caracteristicas de regides
codificadoras  apresentam  semelhancas
independentes do género de estudo. O
antigeno-O é reconhecido como importante
regido  associada a  viruléncia e
antigenicidade em diversos patdgenos. No
estudo de identidade das sequéncias de
nucleotideos dos isolados Lagoa e bolivia
verificou-se 99% de identidade com a
sequéncia da sorovariedade hebdomadis,
wolffi e gendtipo hardjobovis. A elevada
identidade nesta regido do genoma
teoricamente poderia significar similaridades
de viruléncia e patogenicidade dos
microrganismos, mas na sorovariedade



Hardjo os resultados demonstram que a alta
homologia  indica  semelhangas  de
caracteristicas  “fenotipicas”  sorologicas
entre os isolados.

Em estudos prévios do lécus rfb o
gene Orf36 foi identificado somente no
genodtipo  hardjoprajitno,  espécie L.
interrogans (De La Pefia-Moctezuma et al.,
1999). Na andlise do banco de dados
verificou-se que a Orf36 encontra-se
localizada entre a Orf4 e Orf5 da regido.
Para a confirmacao do genétipo dos isolados
Lagoa e Bolivia e comparagdo com
sorovariedades das espécies L. interrogans e
L. borgpetersenii a realizagdo da PCR
especifica foi utilizada para a confirmagéo
do gendtipo hardjoprajitno. Este dado
corrobora com estudos descritos por De La
Pefia-Moctezuma (1999). Os resultados
obtidos neste estudo corroboram com a
sugestdo de utilizacdo deste gene como
marcador genético na identificacdo de
isolados a partir de surtos de leptospirose na
espécie bovina, possibilitando assim o real
conhecimento epidemioldgico da doenga
com reducdo de reacBes cruzadas verificadas
em exames sorologicos.

Analises da ORF36 mostraram a
formacdo de dois grupos do genotipo
hardjoprajitno, sendo o primeiro formado
por cepas Bolivia e Hardjo (OMS) e o
segundo grupo formado por Norma e Lagoa.

Na tradugdo “in silico” da
sequéncia de nucleotideos da Orf36 do

genétipo  hardjoprajitno  observou-se a
presenca de um dominio  proteico
conservado de homologia com Fe*

oxygenase. Dentre as regies classificadas
nesta familia foi encontrado o gene Alkb,
envolvido na formacdo de biofilmes em
bactérias e presente no genoma da espécie
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saprofita Leptospira biflexa (Barragan et al.,
2011).

A identificacdo de  genes
originalmente identificados na cepa Norma
permite sugerir a ocorréncia transferéncia
lateral de genes entre estes microrganismos
e pode ser compreendida sob o aspecto de
nicho ecoldgico do microrganismo. Em
leptospiras, as espécies patogénicas L.
interrogans e L. borgpetersenii possuem a
capacidade de sobrevivéncia no ambiente
por diferentes periodos de tempos, sendo
gue a espécie L. interrogans apresenta maior
tolerancia do que a espécie L. borgpetersenii
(Bullach et al., 2006). A formacdo de
biofilmes  parece  estar  diretamente
relacionada com a manutencdo do agente no
meio ambiente e, considerando a espécie L.
interrogans esta propriedade pode estar
relacionada com aquisicdo de genes
originados da espécie saprofita Leptospira
biflexa.

De acordo com Barragan et al.
(2011), a adaptagdo ao ambiente pode
sugerir a ocorréncia de aquisicdo de genes
relacionados ao metabolismo bacteriano. A
adaptagcdo ao meio ambiente corresponde a

um fator diferencial entre as espécies
patogénicas L. interrogans e L.
borgpetersenii. Relatos da literatura de

Bulach et al. (2006) descreveram que a
espécie L. borgpetersenii sofreu reducdo
gendmica de 700Kb em relacéo a espécie L.
interrogans com perda de regides genémicas
envolvidas com o metabolismo bacteriano,
assim é possivel sugerir que o genotipo
hardjoprajitno, classificado na espécie L.

interrogans apresenta componentes
gendmicos de metabolismo bacteriano
provavelmente ausentes no  gendtipo

hardjobovis, classificado na espécie L.
borgpetersenii.



A constituicdo do lécus rfb do
genétipo  hardjoprajitno  com  regides
intercaladas da sorovariedade Copenhageni
e do gendtipo hardjobovis sugere que no
aspecto evolutivo e na relagdo bactéria -
hospedeiro parece ter sido favoravel a
sobrevivéncia do  microrganismo. Na
comparagdo com o genétipo hardjobovis, o
gendtipo hardjoprajitno parece ser menos
adaptado a espécie bovina e corresponder ao
gendtipo mais patogénico da sorovariedade
hardjo.

Na genotipagem de  cepas
bacterianas os elementos moveis tém sido
descritos como importantes marcadores
genéticos na caracterizacdo e diferenciacao
de isolados bacterianos. No género
Leptospira as sequéncias de inser¢do 1S1533
e 1S1500 estdo presentes no genoma das
espécies patogénicas L. interrogans e L.
borgpetersenii (Zuerner et al., 1995, Bulach
et al., 2006). Curiosamente, as sequéncias
nucleotidicas das cepas Lagoa e Norma-
CTG apresentaram 99% de identidade com a
sorovariedade Hardjo gendétipo hardjobovis
espécie L. borgpetersenii. Esta homologia
inesperada sugeriu que as cepas Norma CTG
e Lagoa poderiam ter adquirido o elemento
movel do gendtipo hardjobovis.  Tendo
como referéncia o genoma completo da
espécie  L.borgpetersenii  sorovariedade
Hardjo gendétipo hardjobovis sdo descritas
aproximadamente 25 coOpias completas do
elemento moével 1S1533 e grande ndmero de
copias completas. A partir da associacdo de
resultados obtidos com os relatos da
literatura foi sugerido que as cepas Norma-
CTG e Lagoa poderiam apresentar uma
copia completa do elemento movel 1S1533
no genoma.

Com o advento do sequenciamento
completo da cepa bacteriana Norma,
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classificada no gendétipo hardjoprajitno foi
possivel confirmar a presenga de um
elemento com 1340 bp com identidade de
99% com a sequéncia nucleotidica referente
ao elemento mével 1S1533. De acordo com
0s resultados obtidos com andlises de
bioinforméatica é sugerida a presenca de
varios elementos mdveis com esta
classificagdo dispersos no genoma.

Considerando que a presenga do
genotipo hardjoprajitno no Brasil
possivelmente  decorre de  constante
aquisicdo de animais e material genético
reprodutivo é razoavel aceitar a aquisicdo da
sequéncia completa do elemento movel
1S1533 do gendtipo hardjobovis. Por outro
lado, analisando fatores epidemiolégicos de
confirmacdo do isolamento do agente em
territério nacional sabe-se que o gendtipo
hardjobovis ndo foi confirmado no Brasil.
Diante do exposto, a sorovariedade que
possui uma cOpia completa no genoma do
elemento IS1533  com isolamento
confirmado no Brasil corresponde a especie
L. interrogans sorovariedade Copenhageni.
Estudos prévios da sorovariedade hardjo,
gendtipo hardjobovis demosntraram elevada
eficacia na diferenciacdo de cepas do género
Leptospira spp mediante a analise de 1S1533
(Zuerner et al., 1995. A diferenciacdo de
isolados com base nas sequéncias de
insercdo ndo se limita a identificacdo do
namero de copias do elemento movel, mas
sim inclui  diferentes fatores como
homologia de regido do elemento movel,
localizagdo do elemento no genoma dos
microrganismos e efeitos secundarios a
transposicdo do elemento moével, levando a
alteracdo de transcricdo de  genes
flanqueados por sequéncias de inserc¢éo.

Estudos prévios referentes a
andlises de determinacdo do nUmero de



copias do elemento movel ISLinl e
organizagéo cromossomal nas
sorovariedades Lai e  Copenhageni

demonstraram diferencas significativas entre
os dois isolados classificados na espécie L.
interrogans com direta correlacdo da
presenca do grande nimero de elementos
maoveis no genoma dos microrganismos com
diferencas na organizagdo estrutural dos
cromossomos destes agentes bacterianos
(Nascimento et al., 2004).

Na andlise dos resultados obtidos
na técnica de Real time PCR relativos a
sequéncia de inser¢do 1S1533 em cepas
classificadas na sorovariedade Hardjo
gendtipo hardjoprajitno foi identificado um
grande numero de copias deste elemento
movel em isolados regionais e na cepa de
referéncia Hardjo - OMS. Os valores
absolutos encontrados para as
sorovariedades Lai e  Copenhageni
mostraram diferencas significativas entre as
sorovariedades classificadas na espécie L.
interrogans. Estes dados sugerem que a
aplicacdo da técnica de Real time-PCR
associado a analise de Ct comparativo para a
determinagdo do numero de copias entre

cepas bacterianas pode ser valida na
tipificagdo bacteriana.
Estudos prévios do genoma

completo na sorovariedade hardjo, gendtipo
Hardjobovis, descritos por Bulach et al.
(2006), confirmaram com 0 sequenciamento
completo do genoma das cepas L550 e
JB197 a presenca de 77 e 84 cOpias
completas de 1S1533, mostrando diferengas
entre cepas com idéntica classificacdo
gendmica. Aproximadamente 25 sequéncias
parciais de copias de 1S1533 estdo
distribuidas no genoma promovendo a
evidéncia de frequente transposicdo e
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eventos de recombinacdo que alteram a
organizacgéo genémica.

Estudos da sequéncia de insercdo
IS1500 relaizados por Pacciarini et al.
(1992), analisaram o elemento moével em
cepas classificadas na espécie L. interrogans
sorovariedades pomona e
icterohaemorrhagiae e determinaram que a
localizacdo gendmica deste elemento movel
esta correlacionado relagdo com regibes do
genoma que sofreram grandes rearranjos
genémicos.

Com o objetivo de caracterizar
isolados classificados na sorovariedade
Hardjo e diferentes sorovariedades da
espécie L. interrogans e L. borgpetersenii
foi realizada a quantificacdo relativa e
absoluta do nimero de copias da sequéncia
de insercao 1S1500. Diferencas
significativas foram identificadas entre as
cepas do gendtipo hardjoprajitno Nas
sorovariedades Lai e Copenhageni verificou-
se idéntico nimero de cOpias entre 0s
isolados e estes dados corroboram com o
descrito na literatura por Nascimento et al.
(2004) que descreveram igual numero de
copias do elemento mével 1S1500 para as
duas sorovariedades. O estudo da sequéncia
de inser¢do 1S1500 em cepas classificadas
no subtipo Kennewicki pertencentes a
sorovariedade pomona  possibilitou a
identificacdo e caracterizacdo de 15 grupos

bacterianos  classificados no  género
Leptospira (Zuerner et al., 1995).
A comparacdo dos resultados

gerados na quantificacdo absoluta e relativa
dos elementos moéveis 1S1500 e 1S1533
mostra que o maior nimero de diferencas
significativas em cepas classificadas na
espécie L. interrogans foi identificado com a
IS1500 diretamente relacionada com a



ocorréncia de rearranjos genémicos nesta
espécie gendmica. Em estudos prévios de
imunizacdo de rebanho bovino com
diferentes formulagbes vacinais contendo a
cepa isolada Norma-CTG e a cepa de
referéncia  Hardjo (OMS) indicaram
diferencas no controle da leptospirose
bovina com resultados eficazes obtidos nas
formulagbes contendo as duas cepas da
sorovariedade Hardjo (Moreira, 1994).

No estudo atual a comparacdo das
cepas Norma-CTG e Hardjo (OMS) revelou
diferencas nas regibes Orf36, na
quantificagdo do numero de codpias da
IS1500, analise de homologia da regido
I1S1533 e provavel formacdo de dois grupos
com idéntica classificacdo taxondmica.

O estudo dos elementos mdveis do
genoma em Leptospira sugere que o nimero
variavel de sequéncias de insercdo no
genoma possa contribuir para promover
diferencas em propriedades distintas nos
mecanismos de  viruléncia  (interacdo
hospedeiro-bactéria) e antigenicidade dos
microrganismos, assim como ja descrito em
outros géneros bacterianos, como, por
exemplo, em Streptococcus sp (Spelleberg et
al., 2000), Staphilococcus sp (Koskela et al.,
2009) e em Vibrio cholerae (Dumontier et
al, 1998).

A andlise genética comparativa
parcial de sorovariedades classificadas nas
espécies patogénicas L. interrogans e L.
borgpetersenii permitiu identificar regides
gendmicas com elevado potencial como
marcador  genético no  diagndstico
diferencial na leptospirose bovina. A
reducdo das reacdes cruzadas no diagnostico
dessa patologia com o conhecimento real de
cepas envolvidas no processo infeccioso em
determinada regido geogréfica permite a
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sugestdo de iniciativas adequadas e pontuais
para o controle da leptospirose bovina, como
a formulacdo de vacinas regionais e
implementagdo de medidas de controle e
prevencdo da leptospirose.

412 GENOMA DE LEPTOSPIRA

INTERROGANS SORO-
GRUPO SEJROE SORO-
VARIEDADE HARDJO
GENOTIPO

HARDJOPRAJITNO

O sequenciamento completo e
identificacdlo de CDS revelou uma
significativa diferenca do repertério de
genes responsaveis por composicdo do
genoma de uma sorovariedade classificada
na espécie L. interrogans, ainda que na
comparagdo de cepas classificadas nesta
espécie gendmica estes microrganisnos

sejam especificos para diferentes
hospedeiros. Os fatores relacionados com
esta especificidade ainda ndo foram
elucidados. Por outro lado, o estudo
gendmico do gendtipo hardjoprajitno
possibilitou a identificacdo de genes
potencialmente envolvidos com

caracteristicas atribuidas especificamente as
caracteristicas fenotipicas responsaveis por
atribuir um carater diferencial aos isolados
bacterianos classificados na sorovariedade
Hardjo.

Por exemplo, o genoma da cepa
Norma apresenta o sistema de biossintese de
proteinas heme homdlogo a duas espécies
gendmicas, L. interrogans e L.
borgpetersenii. Por outro lado, igualmente a
sorovariedades clssificadas na espécie
L.interrogans, possui a mesma distribuicdo
de genes de hemolisinas e envolvidas no



processo de patogenia da doenca. Além
disso, possui em sua estrutura gendmica as
trés proteinas intactas com dominios
immunoglobulin-like, representando  um
diferencial quanto a identificacdo de genes
relacionados a viruléncia do microrganismo.

Finalmente, os resultsdos da
analise do pirosequenciamento do genoma
da  sorovariedade  Hardjo  genoétipo
hardjoprajitno, que exibe fenotipo virulento
a espécie bovina s8o extremamente
promissores para explicar geneticamente a
estrutura de isolados bacterianos
classificados na sorovariedade Hardjo.
Nossos resultados indicam a presenca de
diferencas adicionais entre cepas
classificadas na espécie L. interrogans.
Entre essas diferencas esta a observacéo de

genes adicionais envolvidos com o
metabolismo bacteriano
5 CONCLUSOES

A aplicagho dos anticorpos

monoclonais F106C9 e F16C28 permitiu a
identificacdo dos isolados Lagoa e Bolivia
no sorogrupo Sejroe e sorovariedade Hardjo.

No estudo da regido conservada
16S rRNA ribossomal foi possivel confirmar
a classificagdo das cepas Lagoa e Bolivia na
espécie L. interrogans.

Na andlise comparativa de cepas
de Leptospira com o gene Loa22 associada a
enzima de restricdo Hindlll foi possivel
diferenciar as espécies L. interrogans e L.
borgpetersenii.

Na analise de homologia das
sequéncias de nucleotideos dos isolados
Lagoa e Bolivia obtidas com a amplificacdo
da regido do gene LigB mostrou que oS
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isolados apresentam elevada homologia com
sorovariedades da espécie L. interrogans.
Foi possivel identificar diferencas entre as
sorovariedades Lai, copenhageni e pomona,
classificadas na espécie L. interrogans.

A anélise das sequéncias de
nucleoticas dos isolados Lagoa e Bolivia
referente ao gene Orfl4 (WZY) foi possivel
identificar  elevada  identidade  com
sorovariedades hebdomadis e  wolffi,
classificadas na espécie L. interrogans.

No estudo do gene Orfl5 (WZX) a
homologia das sequéncias nucleotidicas das
cepas Lagoa e Bolivia mostrou identidade
elevada com a sorovariedade Copenhageni,
espécie L. interrogans, confirmando a
aquisicdo desta regido do l6cus rfb desta
sorovariedade.

A amplificagdo da  PCR
convencional referente ao gene Orf22
demonstrou que a presenca desta regido so é
obervada em cepas classificadas no
sorogrupo sejroe. As sequéncias
nucleotidicas dos isolados Lagoa e Bolivia
mostraram que a identidade da espécie é
conservada nesta regido do genoma, no qual
as maiores identidades para as duas cepas
isoladas foram encontradas com cepas
classificadas no sorogrupo sejroe, espécie L.
interrogans.

A Orf36 mostrou elevado grau de
especificidade na amplificacio da PCR
convencional. A regido demonstrou elevado
potencial para ser aplicado como marcador
genético no diagnostico de leptospirose
bovina para a confirmacdo do gendtipo
hardjoprajitno, espécie L. interrogans.

O estudo comparativo dos isolados
classificados no gen6tipo hardjoprajitno
indicou que as sequéncias de nucleotideos



referentes ao gene Orf36 possibilitaram o
agrupamento e diferenciacdo de isolados. A
cepa Lagoa apresentou maior homologia
com a cepa Norma-CTG e a cepa Bolivia
maior homologia com a cepa Hardjo (OMS).

A tradugéo “in silico” da sequéncia
do gene Orf36 mostrou homologia com
dominio conservado presente no gene Alk
presente em diferentes grupos bacterianos e
descrito no genoma da espécie saprofita
Leptospira biflexa. A presenca do gene
Orf36 somente na espécie patogénica L.
interrogans, genotipo hardjoprajitno sugere
a ocorréncia de aquisicdo genética através
do mecanismo de transferéncia lateral de
genes.

No estudo de homologia da
sequéncia nucleotidica do elemento mével
IS1533 da cepa Norma-CTG e Lagoa foi
verificada a elevada identidade com a
sequéncia da sorovariedade hardjo, gendtipo
hardjobovis. A evidéncia de transferéncia
lateral foi confirmada com 0
sequenciamento completo da cepa Norma-
CTG e identificacdo de alinhamento com
tamanho de 1.340 bp, sendo que a sequéncia
completa do elemento de insercdo possui
2.100 bp.

Na quantificacdo relativa e
absoluta do ndmero de copias da 1S1533
foram identificadas diferencas significativas
entre cepas da sorovariedade Hardjo
(Bolivia e Hardjo-OMS), sorovariedades Lai
e Copenhageni e nimero idéntico de cépias
das cepas Norma-CTG e hardjobovis,
classificadas nas espécies L. interrogans e L.
borgpetersenii, respectivamente.

A analise da quantificacdo relativa
e absoluta da 1S1500 mostrou diferencas
significativas entre as cepas Norma-CTG e
Hardjo-OMS, Lagoa e Bolivia, Bolivia e
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Norma-CTG, Hardjo (OMS) e Norma-CTG.
O numero idéntico de nimero de copias foi
identificado para as sorovariedades Lai e
Copenhageni, classificadas na espécie L.
interrogans.
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