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RESUMO

A leptospirose € uma zoonose mundialmente distribuida, com caracteristicas cosmopolitas, causada por
bactérias do género Leptospira. No Brasil, todas as regibes apresentam casos de leptospirose humana. As
comunidades urbanas desprovidas de saneamento basico sdo as mais afetadas, sendo notificados anualmente,
mais de 10.000 casos da doenca. O método laboratorial convencionalmente utilizado na deteccdo de
leptospiras, a partir de amostras ambientais, é 0 isolamento em cultura, porém esta metodologia é laboriosa e
consome muito tempo. Alternativamente, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem se mostrado valiosa na
répida e especifica deteccdo deste patdgeno. Esta pesquisa, uma parceria entre a empresa Aguas do Imperador
S/A e o Centro de Referéncia Nacional para Leptospirose/Fiocruz, teve como proposta padronizar e
implementar um protocolo, baseado em PCR, para a determinacdo da ocorréncia de Leptospira spp. Em
amostras de agua coletadas em uma comunidade carente. A regido estudada estd indevidamente inserida em
uma Area de Protecdo Ambiental (APA), localizada na Estrada do Contorno, bairro Capela no municipio de
Petrépolis/RJ. Entre o periodo de maio a julho de 2009, foram coletadas 100 amostras em pontos estratégicos
previamente caracterizados como de alto risco, sendo parte deste plano de amostragem o lago, a rede precaria
de distribuicdo de &gua por toda a extensdo da comunidade e proximo ao depoésito de lixo. O DNA obtido foi
utilizado na multiplex-PCR para a deteccdo de leptospiras saprofitas e patogénicas, através do emprego de
iniciadores que permitem a amplificacdo especifica de regides referentes aos genes rrs2 (RNA ribossomal 16S)
e lip32 (Lipoproteina de membrana externa). Utilizando essa metodologia, foi detectada a presenca do
microrganismo nas localidades préximas ao deposito de lixo e no lago, corroborando com dados
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epidemioldgicos retrospectivos da comunidade estudada, que apontam historico de 6bito por leptospirose.
Estudos prévios reconhecem que a dgua e o solo contaminados pela urina de animais infectados sdo importantes
veiculos na transmissdo de leptospiras patogénicas Dessa forma, o presente trabalho ressalta a necessidade de
acbes governamentais no sentido de ampliar a fiscalizacdo para que tal tipo de ocupacdo ndo ocorra
especialmente em locais com restricdes ambientais. Além disso, 0 método desenvolvido mostrou-se Util no

monitoramento de contaminagdo ambiental por leptospiras, sendo uma ferramenta valiosa para o
acompanhamento da incidéncia desse microrganismo em areas endémicas e o controle da doenca.

PALAVRAS-CHAVE: Leptospira, Leptospirose, Multiplex-PCR, Agua.

INTRODUCAO

A leptospirose é uma zoonose causada por Leptospira spp., reconhecida mundialmente como um importante
problema de satde publica, especialmente em paises tropicais (Mathur et al. 2009). O contdgio humano se da
através do contato direto com a urina de animais infectados ou indiretamente através da dgua contaminada
(Tansuphasiri et al. 2006a, Vijayachari et al. 2008, Adler & de la Pefia Montezuma 2009). E uma
antropozoonose de grande distribuicdo mundial, que atinge diferentes animais sinantrépicos (roedores selvagens
e domeésticos), que servem como reservatorio da bactéria causadora da doenga, a leptospira. Também sdo
reservatorios os suinos, bovinos, equinos, ovinos e os caes (Croda, 2008; Carreira, 2009; Fontes et al, 2009).

O agente etioldgico da leptospirose pertence ao género Leptospira, do qual fazem parte espécies patogénicas e
saprofiticas. Este microrganismo apresenta a capacidade de colonizar cronicamente os tibulos renais de alguns
mamiferos, tornando-os reservatorios naturais do patégeno (Croda, 2008; Carreira, 2009).

A doenca é considerada emergente em paises em desenvolvimento e reemergente em paises desenvolvidos. Em
paises desenvolvidos a contaminagdo por Leptospira geralmente acontece, através de atividades de recreagdo
em aguas naturais, como a canoagem, o rafting, o ecoturismo, o triatlo, e com atividades de risco ocupacional
e, por isso, é considerada reemergente (Jouglard, 2005; Oliveira, Guimardes & Medeiros, 2009).

No Brasil, a leptospirose é considerada endémica em zonas rurais e urbanas. Nestas Ultimas, a incidéncia da
doencga pode ser maior em comunidades carentes, onde a auséncia de saneamento basico contribui para as
condicOes ecoldgicas necessarias para a transmissdo do patégeno por intermédio dos animais reservatorios.
(Sarkar et al. 2002, Dias et al. 2007). E interessante destacar que surtos nessas areas apresentam altas taxas de
mortalidade com poucos dias de hospitalizacdo, o que causa um impacto na sadde publica e contribui para o
aumento do nimero de casos notificados. Deste modo, a deteccdo de Leptospira em amostras ambientais
demonstra ser uma importante ferramenta para estudos epidemioldgicos (McBride et al. 2005).

A leptospirose é uma doenga infecto-contagiosa causada por bactérias helicoidais (espiroquetas) do género
Leptospira (Jouglard, 2005, Reis et al, 2005, Oliveira, Guimaraes & Medeiros, 2009), caracterizada por uma
diversidade de manifestagdes clinicas, que vao desde febres baixas, sintomas semelhantes a gripe, até a forma
mais grave, como a sindrome de Weil (forma grave ictérica da doenga), insuficiéncia renal e hemorragias, entre
elas a sindrome de hemorragia pulmonar, que também é uma forma grave da doenca (Brasil, 2009, Reis et al,
2005), podendo resultar em alta morbimortalidade (Croda, 2008, Fontes et al, 2010).

O principal problema para determinar o risco qualitativo da exposicdo as leptospiras esta associado a
dificuldade de isolamento do patdgeno em aguas de superficie. Esta dificuldade se deve principalmente a
observacdo de que leptospiras saprdfitas, predominantes nesse tipo de amostra, sdo morfologicamente similares
tém velocidade de crescimento mais rapida que as patogénicas. Além disso, essa metodologia é considerada
laboriosa e demorada (Ganoza et al. 2006, Tansuphasiri et al. 2006a). Para superar estas limitagdes,
ferramentas moleculares baseadas em PCR tém provado ser especificas na deteccdo do microrganismo. Esta
metodologia pode ser usada para detectar especificamente o patdgeno, uma vez que pode ter como alvo os
genes especificos, especialmente aqueles relacionados a superficie macromoléculas que ndo estdo presentes no
grupo saprdfitas (Adler & de la Pefia Montezuma 2009).

O objetivo do presente estudo foi adequar e avaliar um protocolo, frequentemente utilizado na deteccdo de
DNA de leptospira em amostras clinicas, baseado em Multiplex-PCR, para amostras de &gua, utilizando dois
sets de iniciadores que permitem a diferenciacéo de espécies patogénicas e ndo patogénicas.
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MATERIAIS E METODOS

O estudo foi realizado em uma zona de protecdo ambiental (ZPE) dentro dos limites de Petropolis, estado do
Rio de Janeiro. Amostras de &gua foram coletadas em um povoado chamado Contorno, entre o periodo de
maio-julho de 2009. Esta area apresenta caracteristicas semelhantes as areas de favelas nas areas urbanas do
Brasil e é o lar de cerca de 440 pessoas. Ndo ha saneamento basico e a 4gua que vem de uma nascente de
pequeno porte € armazenada em um reservatorio que € usado para toda a comunidade. Na auséncia de um
sistema de esgoto, o esgoto é descartado diretamente no meio ambiente sem tratamento prévio. Um total de
100 amostras de agua foram coletadas a partir do abastecimento de agua que é distribuida para toda a
comunidade (50 pontos diferentes) de pequenos lagos (25 pontos diferentes) e aguas de superficie (25 pontos
diferentes), onde o0s seres humanos e animais domésticos e silvestres podem compartilnar o risco de
infeccdo. Um total de 125 mL de agua foram coletados de cada local pré-determinado em frascos de
polipropileno estéreis e transportados em uma caixa de gelo para o laboratorio. As amostras foram mantidas a
4°C e processadas dentro de 24 h.

Todos os procedimentos foram realizados de forma asséptica, conforme descrito por Tansuphasiri et
al. (2006b), com algumas modificagdes. Resumidamente, a fim de concentrar as amostras de agua, estas foram
filtradas através de duas membranas de nitrocelulose (Millipore, Irlanda) de diferentes tamanhos de poros:
0,45 pm seguido de filtro de 0,22 pm. Cada um dos filtros usados para cada amostra foram separadamente
cortados em pedagos pequenos e transferidos para um tubo de 15 ml de polipropileno e armazenados a -20°C
antes da extracdo do DNA.

Como controles positivos, duas amostras diferentes de 125 mL de agua estéril, foram inoculadas artificialmente
com 10° células obtidas a partir de culturas de cepas de referéncia de Leptospira interrogans sorovar M20 cepa
Copenhageni (patogénica) e L. biflexa sorovar Patoc cepa Patoc 1 (saprofita). O processamento foi o mesmo
descrito anteriormente. Além disso, os controles negativos consistiam de 125 mL de agua estéril artificialmente
contaminadas com Escherichia coli, Listeria monocytogenes e Salmonella enterica.

Inicialmente, 1 mL de solucdo de lise (10 mM Tris-HCI pH 8,0, EDTA 1 mM, 150 mM NaCl, 1% Triton X-
114) contendo 1 mg/mL de proteinase K (Invitrogen, EUA) foi adicionado aos tubos contendo os pedacos dos
filtros, sendo incubados a 65°C por 15 min. Em seguida, um volume correspondente a 1,2 mL de cloroférmio
foi adicionado e misturado por vortex. As amostras foram centrifugadas a 15.000 g por 10 min (4°C) e a fase
aquosa foi transferida para um tubo de microcentrifuga contendo 80 mL de alcool isopropilico a 0,8% e
misturados novamente por vértex. Apos centrifugacdo a 15.000 g por 20 min (4°C), o sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi ressuspendido em uma solucdo contendo 170 uL de NaCl 1,2 M e RNase a 4
mg/mL (Invitrogen, EUA) e em seguida incubadas a 37°C por 15 min. Como etapa final, 425 pL de etanol
absoluto frio foram adicionados para precipitar o DNA e cada amostra foi incubada a -20°C. Posteriormente, as
amostras foram centrifugadas a 14.000 g por 15 min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado
trés vezes com 100 pL de etanol 75 % gelado. O DNA seco foi ressuspenso em 100 pL de tampao TE estéril (1
M Tris-HCI pH 8,0, 0,5 M EDTA) e armazenado a -20°C.

A amplificacdo do gene lipL32, que codifica para a lipoproteina de membrana externa LipL32, e do gene 16S
RNA ribossomal (rRNA), foi realizada utilizando-se os iniciadores descritos por Alves et al. (2006) e
Tansuphasiri et al. (2006a), respectivamente. A sequéncia do iniciador forward do gene lipL32 foi:
5’ATCTCCGTTGCACTCTTTGC3’ e do iniciador reverse foi: 5’ACCATCATCATCATCGTCCA3'. A
sequéncia do iniciador forward do gene 16S rRNA foi: 5’GAACTGAGACACGGTCCAT3’ e do iniciador
reverse foi: 5’GCCTCAGCGTCAGTTTTAGG3’. Estes dois pares de iniciadores permitiram distinguir entre as
espécies de Leptospira patogénicas e saprofitas . Ambos os genes sdo amplificados em espécies patogénicas,
mas apenas rRNA 16S é amplificado nas espécies saprofitas (Tansuphasiri et al. 2006a).

O PCR-Multiplex foi realizado em um volume de reagdo final de 25 plL. Todas as reagdes continham: tampéo
1X livre de magnésio, 1 mM MgCl,, 200 uM dNTPs, 10 uM de cada iniciador, 1U de Taq polimerase
(QIAGEN). A amplificacéo foi realizada utilizando as seguintes condi¢fes: um ciclo de desnaturacdo inicial a
95°C por 5 min, 35 ciclos de: desnaturagdo a 95°C por 1 min, anelamento a 55°C por 30 segundos e extensdo a
72°C por 1 min, e uma extensdo final a 72°C por 7 min. Os produtos amplificados foram submetidos a
eletroforese em géis de agarose 2%, corados com brometo de etidio e observados sob luz
ultravioleta. Os iniciadores lipL32 e 16S rRNA produziram fragmentos de 474 pb e 430 pb, respectivamente.
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1. COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

e Coleta de 125 mL Filtragdo em

: de agua em 100 membranas de
—_ ‘ diferentes pontos - 0.45e 0.22 ym

(Maio-Junho 2009)

Padronizacéo - ’ l

Inoculacéo artificial de
agua estéril com: |

Fragmentacao das
membranas

- L. interrogans sv

Figura 1: Area de estudo: Comunidade do Copenhageni (patogénica)
Contorno - Petrépolis/RJ. Ponto 1- lago; Ponto 2- - L. biflexa sv Patoc

ponto da rede de distribuicéo de agua; Ponto 3- depdsito (saprdfita)

de fho. - Escherichia coli

- Listeria monocytogenes
- Salmonella enterica

2. EXTRACAO DE DNA

|| Lise alcalina ||

3. MULTIPLEX-PCR

- lipL32 - 474 pb
- RNAr 16S - 430 pb

Figura 4: Ponto de coleta 3

Figura 3: Ponto de coleta 2

APOIO FINANCEIRO Aguas do Imperador/SA, Secretaria de Vigilancia em Satde/Ministério da

RESULTADOS E DISCUSSOES

A principal razdo para a pesquisa de leptospiras em aguas de superficie da Comunidade do Contorno, um
assentamento localizado em uma zona de protecdo ambiental (ZPE), foi a ocorréncia de um caso fatal de
leptospirose humana. O histérico epidemiolégico deste caso sugeria uma possivel associacdo entre atividade
ocupacional e exposicao prolongada, sem equipamentos de protecdo individual (EPI) adequados, em pequenos
lagos localizados nesta Comunidade (Fig. 2).

Trés das 100 amostras de &4gua coletadas em diferentes pontos da Comunidade apresentaram reacdo positiva no
Multiplex-PCR. O protocolo aplicado, uma adaptagdo daquele previamente utilizado em nosso Laboratério
para amostras clinicas, provou ser efetivo na deteccdo de DNA de leptospiras em amostras ambientais de agua
(dados ndo mostrados).

N&o foram detectadas reagdes positivas quando o DNA de outras espécies bacterianas foi utilizado como
controle (dados nfo mostrados). E importante ressaltar que estes microrganismos sio patégenos comumente
associados a infecgOes transmitidas pela agua. Esse resultado demonstra que os sets de iniciadores 16S rRNA
and lipL32 amplificam especificamente DNA de Leptospira.

Um total de 97% das amostras analisadas foram negativas para a amplificacdo dos genes RNAr 16S e lipL32.
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Na Figura 5, linhas 4 e 5, é possivel observar a amplificacdo referente apenas ao gene RNAr 16S, utilizando um
iniciador universal para espécies de Leptospira. A deteccdo desta banda especifica ocorreu em somente 2% das
amostras: no pequeno lago localizado em frente a creche (Fig. 1, marcador 1 e Fig. 2), e em um dos pontos da
rede de distribuicdo de d4gua que atende toda a Comunidade (Fig. 1, marcador 2 e Fig. 3). A amplificacdo de um
gene associado ao RNA ribossomal ndo permite a distingao entre leptospiras saproéfitas e patogénicas, uma vez
que RNAr 16S é comum aos dois grupos.

Na Figura 5, linha 3, é possivel observar a amplificacdo correspondente aos dois sets de iniciadores, indicando
a deteccdo de leptospiras patogénicas. Essa afirmacdo se baseia na observacdo de que LipL32 é a principal
proteina de membrana externa encontrada na superficie de leptospiras patogénicas, sendo altamente conservada
entre essas espécies.

A amostra associada a leptospiras patogénicas foi coletada em agua empocada proximo ao depdsito de lixo
(Fig. 1, marcador 3), que possivelmente foi contaminada pela urina de animais silvestres ou domésticos e/ou
roedores, cuja presenca foi observada no dia da coleta (Fig. 4). Descri¢bes prévias relatam que além destes
animais serem importantes na determinagéo do risco de transmissdo do patdgeno, eles podem ser considerados
como fontes persistentes de leptospiras.

E importante ressaltar que, por tratar-se a Comunidade do Contorno de um assentamento inserido em uma area
com restricdo ambiental, a concessionaria local fica impossibilitada de implementar uma rede de conducgdo de
agua potavel e de tratamento de esgoto. Dessa forma, o conjunto de solugBes proposto seria: autoriza¢do
emergencial para implantacdo da rede de dgua e de esgotos, assim como de biossistemas integrados; retirada
das casas; melhoria do sistema de coleta de lixo.

P12 345 6

Figura 5: Gel de agarose 2% com os produtos de amplificacdo de
Multiplex-PCR mostrando a detecgdo de leptospiras saprofitas e
patogénicas em amostras de 4gua coletadas na Comunidade do
Contorno.

P - padrédo de peso molecular 100pb

1- Controle + (L. interrogans sv Copenhageni cepa M20)

2 - Controle —

3 - Ponto de coleta 3

4 - Ponto de coleta 2

5 - Ponto de coleta 1

6 - Ponto de coleta 45

7 - Ponto de coleta 89

474p

430 pl

CONCLUSAO

Os resultados sugerem que a metodologia utilizada permite a deteccdo de genes de espécies saprofitas e
patogénicas de Leptospira a partir de amostras de &gua, sendo Util no monitoramento de contaminacao
ambiental por esse microrganismo, permitindo o acompanhamento da incidéncia do mesmo em areas endémicas
e para o controle do risco de leptospirose humana.

Ressaltamos ainda a necessidade de a¢bGes governamentais no sentido de ampliar a fiscalizagdo, para que
ocupacgOes indevidas ndo ocorram, especialmente em locais com restricdes ambientais, ou na aplicacdo de
medidas corretivas, conforme proposto.
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