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1. INTRODUGCAO

A leptospirose € uma zoonose de relevancia global causada por bactérias do
género Leptospira, principalmente L. interrogans (HAGEDOORN et al., 2024). E
altamente endémica em regides umidas e subtropicais, como o Brasil, onde
diversas espécies animais atuam como reservatoérios e vetores (BROWNE et al.,
2023). Em animais, provoca disturbios reprodutivos que resultam em perdas
econdmicas significativas (SILVA et al., 2022).

A deteccdo e caracterizacio precisas de Leptospira em amostras clinicas sao
essenciais para a vigilancia epidemiologica, o desenvolvimento de vacinas e o
direcionamento de terapias (DE OLIVEIRA et al., 2022), além de contribuirem para
a identificacao de novas espécies e sorovares. Embora existam diversos protocolos
moleculares descritos (AHMED et al.,2012; GAYATHRI et al., 2022; PACCE et al.,
2022), poucos possibilitam a detecgao direta de espécies de Leptospira a partir de
material clinico.

Grande parte dessas técnicas moleculares apresenta alto custo, tempo de
execugao prolongado e limitagdes na diferenciagdo entre espécies patogénicas, o
que tem incentivado a busca por métodos independentes de cultivo. Nesse
contexto, o PCR em tempo real quantitativo (QPCR) combinado a analise de high-
resolution melt (HRM) tem se destacado por permitir a comparacao de dados entre
diferentes laboratorios e paises (NAZE et al., 2015). A HRM é uma abordagem
econbmica que, a partir da qPCR (gPCR-HRM), gera perfis de curvas de
dissociagdo baseados em variagdes na sequéncia do DNA de fita dupla,
oferecendo resultados em menos de duas horas, com alta especificidade e menor
risco de contaminacéo.

A aplicabilidade da HRM ja foi comprovada na diferenciagéo de Babesia bovis
e B. bigemina (GIGLIOTI et al., 2021), bem como na distingdo entre espécies de
Leptospira (PELAEZ-SANCHEZ et al., 2017). Contudo, este ultimo estudo relatou
limitagdes na resolugao de espécies filogeneticamente proximas, recomendando a
adocdo de marcadores genéticos adicionais para melhorar o poder discriminatorio.

Apesar do potencial da HRM, sdo necessarios estudos adicionais de validagao
para sua utilizagdo como ferramenta diagndstica na deteccao direta de Leptospira
em amostras clinicas, sobretudo quando a identificacdo em nivel de espécie é
fundamental. Neste estudo, aplicamos um ensaio multiplex de gPCR-HRM
direcionado a trés regides gendmicas distintas de Leptospira, visando superar
limitagdes conhecidas quanto a sensibilidade, ao poder discriminatorio e a rapidez
diagnostica. O desempenho do ensaio foi comparado ao sequenciamento de
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Sanger para avaliar sua acuracia e especificidade. Em ultima instancia, este
trabalho busca desenvolver e validar uma ferramenta molecular rapida, confiavel e
de baixo custo para o diagndstico da leptospirose, com potencial de aplicagao tanto
em ambientes clinicos quanto em condi¢gdes de campo.

2. METODOLOGIA

Para este estudo, a padronizagdo da técnica HRM para deteccdo de
Leptospira envolveu seis cepas de referéncia obtidas do CDTEC/UFPel — cinco
patogénicas e uma saprofitica. O DNA gendmico foi extraido de culturas utilizando
o kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen), seguindo as instrugdes do fabricante, e
armazenado a —20 °C até o uso.

Trés regides génicas foram selecionadas pelo seu potencial discriminatorio.
As sequéncias foram alinhadas com o Clustal W, e os primers foram desenhados
no software Primer3, com verificagdo subsequente de especificidade e integridade
estrutural por meio das ferramentas NCBI Primer-BLAST e Oligo-Analyzer Tool
(IDT).

Cada par de primers foi otimizado por qPCR em gradiente para determinar
a temperatura ideal de anelamento. Curvas padrao foram geradas utilizando DNA
genbmico de L. kirschneri a 8 ng/uL, possibilitando o calculo da eficiéncia de
amplificagdo, da faixa dindmica e do limite de deteccéo (LOD). A sensibilidade
analitica e o LOD foram determinados por dilui¢des seriadas na base 10, variando
de 1,6 x 10®* a 1,6 x 1072 copias gendmicas/uL, com cada ponto testado em
triplicata.

A gPCR-HRM multiplex foi conduzida utilizando 0,2 uM de cada primer e o
master mix BRYT Green® Dye (Promega). As reacdes foram realizadas no sistema
CFX Opus 96 (Bio-Rad), e a analise das curvas de melting foi efetuada no software
Precision Melt Analysis™ (Bio-Rad). A discriminacdo dos amplicons baseou-se nas
diferencas de temperatura de fusdo, sendo calculadas a média e o desvio padrao
para confirmar a diferenciagao em nivel de espécie.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Cinco pares de primers foram selecionados com base em sua especificidade
e eficiéncia de amplificacdo em reagées monoplex. Ensaios de PCR em gradiente
indicaram desempenho 6timo a uma temperatura de anelamento de 56 °C, a qual
foi adotada para as reagdes multiplex. A amplificacdo foi confirmada por
eletroforese em gel de agarose.

As curvas padrao, geradas a partir de diluicbes seriadas de DNA de uma
unica espécie de Leptospira, apresentaram alta linearidade (R? = 0,98) e eficiéncias
de amplificagao variando entre 90% e 100,3% (Fig. 1). O conjunto de primers para
o gene 16S rRNA detectou DNA de Leptospira até a sexta diluicao decimal (~0,016
pg/uL; ~3,2 cépias gendmicas por reagao), demonstrando sensibilidade superior ao
limite de 10 pg relatado por PELAEZ-SANCHEZ et al. (2017). Embora PEREZ et
al. (2020) tenham reportado um limite de detec¢ao de aproximadamente trés copias
genbmicas por reagédo, o método aqui descrito apresenta a vantagem adicional de
permitir a genotipagem pés-amplificagdo sem necessidade de sondas
fluorescentes. O limite de detecgdo (LOD) para os genes secY e lipL32 foi de 0,16
pg/uL.
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Fig 1: Curva padrao mostrando a eficiéncia de amplificagcéo e a linearidade para o
gene 16S

Nas rea¢des monoplex, as temperaturas de melting (Tm) foram consistentes
entre os alvos amplificados, variando aproximadamente de 77 a 85 °. Nas reagdes
multiplex, os trés alvos foram amplificados com sucesso em um unico ensaio,
apresentando picos de melting bem definidos e sem sobreposicao.

O ensaio multiplex de HRM, utilizando BRYT Green® Dye, permitiu
diferenciar cinco espécies de Leptospira com niveis de confianca na discriminagao
variando de 98,5% a 100% (Fig. 2a e 2b). Embora a maioria das espécies tenha
apresentado perfis de melting distintos, L. kirschneri e L. noguchi foram agrupadas
pelo software Precision Melt Analysis™ possivelmente devido a semelhangas no
comportamento térmico global (Fig. 2a). Entretanto, a analise detalhada das curvas
derivadas de melting revelou uma diferenga crucial: ambas as espécies
compartilhavam dois picos em comum, mas L. kirschneri apresentava
consistentemente um terceiro pico, em temperatura mais baixa, ausente em L.
noguchi.

Destaca-se que essa resolugcao em nivel de espécie foi obtida no formato
duplex, sem a necessidade de marcadores genéticos adicionais (Fig. 2b). Em
contraste, o ensaio triplex proporcionou maior cobertura, mas apresentou menor
capacidade de discriminagao entre cepas filogeneticamente proximas.
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Fig 2: Curvas de diferenga de HRM para cinco espécies patogénicas de Leptospira.
(a) Perfis de melting das cinco espécies patogénicas de Leptospira com base nos
genes secY, lipL32 e 16S rRNA. (b) Perfis de melting das cinco espécies
patogénicas de Leptospira com base nos genes secY e lipL32.

Para aprimorar a interpretabilidade, as temperaturas de melting foram
categorizadas em faixas alta, média e baixa, permitindo distinguir L. kirschneri com
base em seu padrao de Tm, caracterizado por um pico exclusivamente mais baixo.
Essa estratégia aumentou o poder discriminatério do ensaio e evidenciou sua
sensibilidade a diferengas genéticas sutis. Ainda assim, melhorias adicionais
podem ser obtidas com a utilizagdo do corante EvaGreen® Dye, que apresenta
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maior resolugéo e menor inibigdo da PCR em comparagao ao BRYT Green® Dye.
A futura otimizacgao do protocolo com EvaGreen® Dye podera ampliar a capacidade
de discriminagdo entre espécies filogeneticamente proximas de Leptospira em
ensaios baseados em HRM.

4. CONCLUSOES

Este estudo apresenta um ensaio multiplex de qPCR-HRM, sem uso de
sondas, direcionado a trés regides gendmicas, capaz de detectar e diferenciar
simultaneamente cinco espécies patogénicas de Leptospira. A abordagem
demonstrou alta especificidade, sensibilidade e capacidade discriminatéria, aliadas
a uma relagao custo-beneficio favoravel, o que a torna aplicavel tanto em ambientes
clinicos quanto em condi¢des de campo. Os resultados obtidos indicam que este
método representa uma ferramenta promissora para o diagndstico rapido e preciso
da leptospirose, com potencial para aprimorar a vigilancia epidemiologica e apoiar
estratégias de controle da doenca.
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