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Resumo 
 

PACCE, Violetta. Desenvolvimento e validação de método de amplificação 
isotérmica para detecção de leptospiras patogênicas. 2020. 66f. Dissertação 
(Mestrado) - Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia. Universidade Federal de 
Pelotas, Pelotas. 
 
A leptospirose é uma zoonose causada por espiroquetas patogênicas do gênero 
Leptospira que afeta tanto humanos quanto animais. Devido à semelhança dos sinais 
clínicos com outras doenças febris, o diagnóstico torna-se um desafio. Os métodos de 
diagnóstico diretos e indiretos atualmente utilizados são a cultura bacteriana e os 
testes sorológicos, respectivamente. Esses, por sua vez, apresentam uma série de 
desvantagens como por exemplo, o tempo de realização e a detecção indireta da 
bactéria através de anticorpos. Nesse contexto, faz-se necessária a busca de novas 
alternativas para o diagnóstico da leptospirose. Embora existam testes moleculares, 
como o PCR, os quais são bastante eficientes e sensíveis, os mesmos necessitam de 
equipamentos sofisticados para sua realização, o que não torna seu uso viável em 
países subdesenvolvidos. O objetivo desse estudo foi desenvolver testes de 
amplificação isotérmica mediada por alça (LAMP) para três diferentes genes alvo 
(LIC13162, LIC20239 e lipL32) a fim de detectar leptospiras patogênicas. Construções 
de primers foram realizadas para as sequências, e testadas em diferentes tempos e 
concentrações de enzima. O desempenho analítico foi avaliado com base em curva 
de diluição de cultivo puro de Leptospira, com análise estatística PROBIT e DNA de 
diversas espécies bacterianas. A performance diagnóstica foi realizada com 63 
amostras (44 negativas e 19 positivas) de tecido renal de hamsters. Ambas as análises 
tiveram seus resultados comparados ao PCR em tempo real. Os testes LAMP para 
LIC13162 e LIC20239 não obtiveram implementação LAMP de sucesso. Entretanto, 
demonstraram estar presentes apenas em leptospiras patogênicas pelo PCR. O 
LAMP lipL32 foi padronizado em 30 min de reação e 4 U de enzima. Seu limite de 
detecção foi de 156 células/ml, apresentando mesmo valor que o qPCR. A 
sensibilidade analítica do qPCR foi de 16,5 células/µl (probit 0,5) e 282 células/µl 
(probit 0,95). Já a sensibilidade analítica do LAMP foi de 25,7 células/µl (probit 0,5) e 
562 células/µl (probit 0,95). A performance diagnóstica do LAMP lipL32 foi de 84,2% 
de sensibilidade e especificidade de 93,2%. Os resultados obtidos demonstraram a 
identificação de dois novos genes de leptospiras patogênicas até então não descritos 
na literatura, bem como a reafirmação do alvo lipL32 como excelente alvo para 
diagnóstico de leptospirose. 

 
Palavras-chave:  leptospira; diagnóstico; LAMP 
  



Abstract  
 

PACCE, Violetta. Development and validation of an isothermal amplification 
method to detect pathogenic leptospira. 2020. 66f. Dissertação (Mestrado) - 
Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, 
Pelotas. 
 
Leptospirosis is a zoonotic disease caused by pathogenic species of the genus 
Leptospira, which affects both humans and animals. Due to similarity of clinical signs 
with other febrile diseases, the diagnosis is a challenge. The current direct and indirect 
methods are bacterial culture and sorological tests. These, on the other hand, presents 
a variety of disadvantages such as, time-consuming technique and indirect detection 
of the bacteria by antibodies. So, it is necessary to search for alternative methods for 
diagnosing leptospirosis. Although there are molecular tests, as PCR, which are 
efficient and sensitive, they require sophisticated equipment, making its use not viable 
in underdeveloped countries. The aim of this work was to develop loop-mediated 
isothermal amplification (LAMP) tests for three different gene targets (LIC13162, 
LIC20239 and lipL32) in order to detect pathogenic leptospira. Primer constructions 
were made to the three sequences, and tested for different time and enzyme 
concentration. Analytic performance was evaluated through dilution curve of pure 
culture of Leptospira, with a PROBIT statistical analyses and DNA of various bacteria 
species. Diagnostic performance was done with 63 (44 negative and 19 positive) 
samples of hamster renal tissue. Both analyses had their results compared to real-time 
PCR. LAMP tests for LIC13162 and LIC20239 could not be implemented successfully. 
However, both showed to be present only in pathogenic leptospira by PCR. The lipL32 
LAMP was standardized in a 30min reaction and with 4 U of enzyme. Its limit of 
detection was 156 cells/ml, showing the same numeric value of qPCR. Analytic 
sensibility of qPCR was 16,5 cells/µl (probit 0,5) and e 282 cells/µl (probit 0,95). For 
the LAMP test, these values were 25,7 cells/µl (probit 0,5) e 562 cells/µl (probit 0,95). 
Diagnostic performance of lipL32 LAMP was 84,2% sensitivity and 93,2% specificity. 
Results showed the identification of two novel genes of pathogenic leptospira that were 
not yet described in literature, and also the reassurance of lipL32 as an excellent target 
gene for diagnosing leptospirosis. 

 
 
Keywords: leptospira; diagnosis; LAMP 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

A leptospirose é uma zoonose negligenciada causada por bactérias 

patogênicas do gênero Leptospira, as quais são responsáveis por epidemias em 

regiões tropicais (Haake & Levett, 2015). Nos seres humanos, as estimativas são de 

1 milhão de casos e 58.900 mortes por ano em todo o mundo (Costa et al., 2015).   

Leptospiras colonizam os túbulos renais de animais carreadores e são 

disseminadas pela urina (Grassmann et al., 2012). Humanos que entram em contato 

direto com a urina de animais infectados ou com ambiente úmidos contaminados, 

estão em risco de desenvolver leptospirose. Essa doença pode afetar tanto humanos 

como animais, apresentando grande importância para a saúde pública e para a 

produção de animais (Martins & Lilenbaum, 2013). Esta enfermidade apresenta uma 

variedade de manifestações clínicas. Muitas vezes a leptospirose anictérica é 

diagnosticada como febre viral, influenza ou dengue, enquanto a forma que apresenta 

icterícia pode ser confundida com hepatite viral, septicemia com icterícia ou malária 

(Vijayachari, 2007). Portanto, um diagnóstico eficiente é necessário para garantir um 

desfecho clinico favorável (Dey et al., 2008). 

 O teste padrão para diagnóstico de leptospirose é o Teste de Microaglutinação 

(MAT, do inglês Microaglutination Test), o qual detecta anticorpos aglutinantes (Levett, 

2001). Entretanto, o MAT é inadequado para casos de identificação rápida devido à 

possibilidade de resultados falsos negativos durante infecções agudas. A 

interpretação do MAT também é difícil em regiões onde a leptospirose é comum, pois 

uma proporção significativa da população sem a infecção apresenta títulos elevados 

de anticorpos (Budihal & Perwez, 2014). Além disso, o MAT é um teste bastante 

subjetivo e que requer a manutenção continua da cultura de vários sorovares de 

Leptospira e profissionais treinados para sua realização (McBride et al., 2005). 

Outros diagnósticos laboratoriais disponíveis incluem microscopia direta, 

ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA, do inglês Enzyme Linked Imuno Sorbent 

Assay), isolamento da bactéria, Western blot e testes moleculares (Toyokawa et al., 

2011; Chen et al., 2015). Testes sorológicos como ELISA e MAT não são capazes de 

detectar a doença durante sua fase aguda, apenas detectam anticorpos a partir da 

segunda semana de infecção e apresentam sensibilidade limitada (Sengupta et al., 

2017). Testes moleculares como PCR são laboriosos, requerem tempo para 

processamento e equipamentos mais sofisticados, como termocicladores. Essas 
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limitações têm estimulado pesquisadores a desenvolverem métodos de amplificação 

de DNA operacionalmente mais simples e de melhor custo-benefício (Nurul Najian et 

al., 2016). Em particular, a amplificação isotérmica mediada por alça (LAMP, loop-

mediated isothermal amplification) tem sido aplicada no diagnóstico molecular por 

promover alta sensibilidade, especificidade e rapidez (Notomi et al., 2000). Diversos 

estudos tem demonstrado a detecção de vários patógenos pelo método de LAMP 

(Liang et al., 2009; Mahony et al., 2013; Yang et al., 2018).  

A técnica de LAMP envolve o uso de dois pares de primers internos 

(originalmente denominados FIP e BIP) e externos (F3 e B3) específicos e a Bst DNA 

polimerase (Notomi et al., 2000). Podem ser usados também dois primers adicionais 

(loop F e loop B) de forma a aumentar a sensibilidade e acelerar a velocidade da 

reação (Nagamine et al., 2002). O teste possibilita a amplificação de DNA de maneira 

altamente específica sob condições isotérmicas em menos de uma hora. Ensaios de 

LAMP também podem ser realizados em termoblocos simples, sem necessidade de 

termocicladores, como na PCR (Yang et al., 2010). Os produtos amplificados podem 

ser detectados por gel de eletroforese, turbidímetros ou marcadores de fluorescência 

(Meng et al., 2017; Mori et al., 2001; Mori & Notomi, 2009). Além disso, o LAMP pode 

ser aplicado tanto no laboratório como no campo, utilizando equipamentos portáteis 

(Khan et al., 2018). 

O LAMP para detecção de leptospira patogênicas foi desenvolvido em estudos 

prévios com o propósito de diagnosticar casos de leptospirose. Os alvos da bactéria 

já explorados nesses testes foram os genes codificantes das proteínas LigB (Ali, Kaur, 

Boby, T. Sabarinath, et al., 2017), LipL32 (Hsu et al., 2017), LipL41 (Chen et al., 2015), 

LipL21 (Monica et al., 2019) e do RNA ribossomal 16S (Tubalinal et al., 2018). 

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar um método simples, rápido 

e eficiente para detectar DNA de Leptospira a partir da implementação e avaliação 

comparativa de procedimentos de LAMP, tendo como alvo três diferentes genes 

específicos desse microrganismo. O teste usando o conjunto de reagentes que 

demonstrou amplificação específica de Leptospira foi submetido a uma avaliação da 

performance analítica, com determinação da especificidade e sensibilidade 

diagnóstica, em comparação com método molecular estabelecido (PCR em tempo 

real).  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Leptospira spp. 

Os membros do gênero Leptospira são bactérias pertencentes ao filo 

Spirochaetes, ordem Spirochaetales, família Leptospiraceae (Adler & de la Peña 

Moctezuma, 2010). Essas bactérias são longas, finas, espiraladas e apresentam alta 

motilidade, possuem um diâmetro de aproximadamente 0.1 µm e suas extremidades 

curvadas em forma de gancho (Levett, 2001). O envelope celular das leptospiras 

mostra uma estrutura de membrana dupla similar às bactérias Gram-negativas. Entre 

a membrana interna e externa está o periplasma, no qual se encontra uma parede de 

peptideoglicano (Picardeau, 2017; Bharti et al., 2003; Cameron, 2015). Essa camada 

de peptideoglicano é a principal responsável, junto com proteínas do citoesqueleto, 

pela forma espiralada da bactéria. Sua membrana externa apresenta diferenças na 

composição em comparação a outras espiroquetas, contendo lipopolissacarídeos 

(LPS) e grande variedade de proteínas (Haake et al., 2000). A complexidade e a 

diversidade antigênica do LPS das leptospiras resultaram na classificação em mais 

de 300 sorovares (Levett, 2015). 

Os requerimentos nutricionais para o crescimento de Leptospira são fontes de 

carbono e nitrogênio, vitaminas e suplementos. As bactérias saprófitas e patogênicas 

crescem em condições aeróbicas, mas diferem na temperatura de crescimento. 

Saprófitas apresentam temperatura de crescimento ótimo in vitro entre 28 e 30ºC, mas 

também crescem em baixas temperaturas (11-13ºC). As patogênicas expressam 

crescimento ótimo entre 28 e 30ºC, podendo crescer também à 37ºC e não em 

temperaturas baixas. O pH ótimo para crescimento é entre 7,2 e 7,6 (Cameron, 2015). 

O ciclo de vida das leptospiras patogênicas inclui ambiente natural, 

reservatórios assintomáticos e hospedeiros susceptíveis, sendo assim bastante 

complexo. É importante ressaltar que o tropismo do agente infeccioso não se limita a 

um único hospedeiro, mas a vários que podem ser portadores assintomáticos (Ko et 

al., 2009; Vincent et al., 2019).  

 

2.2 Genética da Leptospira 

O gênero Leptospira é altamente heterogêneo em termos de genética, 

resultando em uma ampla biodiversidade da bactéria. Taxonomicamente, o gênero foi 

subdividido em 35 espécies (Karpagam & Ganesh, 2020). Essas foram ordenadas em 
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três clados principais de acordo com sua virulência: patogênicas, intermediárias e 

saprófitas. Os agentes infecciosos da leptospirose pertencem a dois subclados: as 

patogênicas (13 espécies) e as intermediárias (11 espécies) (Picardeau, 2017).  

As espécies patogênicas são as responsáveis pelas infecções mais severas, 

tanto em humanos quanto animais. Ainda assim, sabe-se pouco sobre quais os 

componentes das espiroquetas são críticos para a virulência. As espécies do clado 

intermediário são altamente distribuídas no ambiente (Thibeaux et al., 2018; 

Masuzawa et al., 2018; Lall et al., 2016) e podem ser responsáveis por infecções 

moderadas em humanos e animais (Matthias et al., 2008; Tsuboi et al., 2017; 

Chiriboga et al., 2015). As intermediárias possuem alguns dos fatores de virulência 

encontrados nas patogênicas (Fouts et al., 2016; Picardeau, 2017). Em contraste, as 

saprófitas formam um único clado contendo onze espécies que são consideradas 

bactérias ambientais não-patogênicas (Picardeau, 2017). 

O genoma da Leptospira consiste em dois cromossomos circulares e já estão 

disponíveis as sequências completas de centenas de cepas. O tamanho total varia de 

3.450.369 a 5.267.277 pares de bases. Espécies patogênicas têm um tamanho de 

genoma heterogêneo, o qual é maior que a das intermediárias, que por conseguinte é 

maior que o das saprófitas (Guglielmini et al., 2019). O genoma é grande quando 

comparado com outras espiroquetas como Treponema spp. e Borrelia spp., o que 

possivelmente está relacionado com a habilidade das Leptospira spp. sobreviverem 

em diferentes situações, tanto em hospedeiros animais como livres no ambiente 

(Bharti et al., 2003; Picardeau et al., 2008). 

O conteúdo de guanina e citosina (G+C%) no genoma é mais alto em espécies 

intermediárias (42,39%) do que em saprófitas (38,27%). Nas patogênicas esse 

conteúdo varia entre 35 e 40%. Um estudo comparou as relações filogenéticas entre 

todas as espécies de Leptospira em cinco formas diferentes: um conjunto principal de 

genes constitutivos codificantes de proteínas (housekeeping genes); um conjunto pan-

gênero de 1.350 proteínas; tipagem por sequenciamento de múltiplos locus (MLST, 

do inglês Multilocus Sequence Typing) com os alelos glmU, pntA, sucA, tpiA, pfkB, 

mreA e caiB; sequenciamento dos genes do RNA ribossomal 16S (altamente 

conservado) e secY (altamente variável). Cada abordagem resultou em diferentes 

grupos e ramos das espécies analisadas. As posições filogenéticas mudaram até 

certo ponto entre as análises baseadas em locus único e tornaram-se mais 
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consistentes usando as abordagens de multilocus (Fouts et al., 2016; Guglielmini et 

al., 2019). 

Recentemente, um estudo reformulou a classificação taxonômica propondo 64 

espécies de Leptospira, sendo 35 já descritas anteriormente e 29 novas (Vincent et 

al., 2019). Assim, foram classificadas em dois grandes clados: as saprófitas, que 

contém espécies isoladas do ambiente e não são responsáveis por infecção; e as 

patogênicas, contendo as espécies que causam infecção e as intermediárias, ou seja, 

que não tem status de virulência bem definidos. Ambos os clados puderam ser 

divididos em dois subclados cada. Foi também proposta uma nova nomenclatura: 

clados P e S, além de subclados P1 (anteriormente descritos como grupo patogênico), 

P2 (anteriormente descritos como grupo intermediário), S1 (anteriormente descrito 

como grupo saprofítico) e S2, que consiste de um subclado filogeneticamente distinto 

e que apresenta características saprofíticas semelhantes às do grupo S1 (Guglielmini 

et al., 2019). 

Estudos demonstram que o subclado P1 apresenta o pangenoma mais aberto, 

sugerindo grande diversidade de genes nesse subclado específico. O genoma das 

espécies pertencentes ao P1 tendem a ser maiores, com maior concentração de CG 

(característica também de P2), abrigam genes codificadores de tRNAs, tem menos 

genes codificantes e consequentemente  e apresentam mais pseudogenes (Vincent 

et al., 2019).  

 

2.3 Leptospirose 

A leptospirose é a zoonose causada por espiroquetas patogênicas do gênero 

Leptospira (Haake & Levett, 2015). Essa doença tem se disseminado das áreas rurais 

para os centros urbanos causando epidemias, principalmente nos países em 

desenvolvimento. Surtos ocorrem durante períodos sazonais de chuvas intensas e os 

grupos de risco normalmente são as comunidades mais pobres (Costa et al., 2015; 

Conrad et al., 2017). Além disso, animais de produção, como bovinos, ao contrair a 

leptospirose podem apresentar diminuição nos índices de produtividade, acarretando 

grandes perdas econômicas (Ellis, 2015). 

Estima-se que a leptospirose venha a se tornar mais frequente em todo mundo 

devido às mudanças climáticas e à crescente população urbana que vive em favelas 

(Guglielmini et al., 2019). Entretanto, os dados epidemiológicos atuais de leptospirose 

são subestimados, pois a maioria dos países não consegue realizar os testes 
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diagnósticos laboratoriais necessários para a vigilância da doença (Conrad et al., 

2017; Levett, 2015).  

 Aproximadamente, 1,3 milhão de casos de leptospirose humana são 

registrados mundialmente a cada ano, dos quais 58.900 resultam em morte (Costa et 

al., 2015). Ainda assim, a leptospirose não se encontra mais na lista de doenças 

tropicais negligenciadas que são consideradas prioridade pela OMS - Organização 

Mundial da Saúde (Molyneux et al., 2017). Agora, é considerada uma doença 

infecciosa reemergente ligada à uma combinação de fatores, os quais incluem o 

aumento da produção pecuária, o acesso limitado à provisão de saúde para animais 

e humanos e às mudanças climáticas ambientais (Goarant et al., 2019; Hotez, 2016; 

Mwachui et al., 2015). Observa-se que o risco da leptospirose aumenta com a 

frequência de eventos climáticos extremos e grandes mudanças no uso de terras 

(Pappas et al., 2008; Picardeau, 2015). 

O Brasil está entre os primeiros 17 países do mundo com alta prevalência de 

leptospirose humana. O estado do Rio Grande do Sul, localizado em uma região 

subtropical, apresenta uma produção pecuária muito densa e é o 5°  estado  com 

maior incidência de leptospirose humana no Brasil (4,7 casos entre 10.000 habitantes) 

(SEAPI-RS, 2018; Ministério da Saúde do Brasil, 2018). Além disso, o Rio Grande do 

Sul é considerado um dos estados onde o controle e prevenção da leptospirose devem 

ser priorizados no Brasil (Baquero & Machado, 2018). 

Em teoria, qualquer Leptospira patogênica pode infectar qualquer espécie 

animal e assim desencadear a doença, ainda que cada sorovar seja normalmente 

mantido na natureza por uma espécie animal em particular (Ellis, 2015). As maiores 

exceções são os ratos e camundongos, que não desenvolvem os sinais da doença na 

infecção pelas diferentes espécies de Leptospira (McBride et al., 2005). 

Adicionalmente, algumas espécies animais são reservatórios de alguns sorovares que 

estão bem adaptados a estes hospedeiros específicos. Os ratos são os principais 

hospedeiros do sorogrupo Icterohaemorrhagiae; bovinos e caprinos do sorogrupo 

Hardjo; suínos e cães dos sorogrupos Canicola e Bratislava (Ellis, 2015).  

O desfecho clínico da leptospirose em humanos pode variar devido a diferentes 

fatores, tanto do patógeno (sorovar da Leptospira, genes de virulência, etc.) como do 

hospedeiro (idade, saúde e competência imunológica do indivíduo infectado). A 

infecção por leptospira patogênica produz uma ampla variedade de manifestações 

clínicas que incluem desde doença febril indiferenciada até doença de Weil. Esta é a 
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forma mais grave caracterizada por complicações de vários órgãos, incluindo icterícia, 

meningite, hemorragia pulmonar, disfunções hepáticas e renais (Evangelista & 

Coburn, 2010; Adler & de la Peña Moctezuma, 2010; Murray, 2015b). 

Como as manifestações clínicas da leptospirose em humanos podem ser 

semelhantes a outras doenças, o diagnóstico definitivo é uma tarefa desafiadora. A 

leptospirose anictérica é comumente confundida com febre viral, influenza ou dengue; 

enquanto a leptospirose ictérica pode ser mal diagnosticada como hepatite viral, 

septicemia com icterícia ou malária (Vijayachari, 2007). Portanto, um diagnóstico 

correto é necessário para certificar determinado desfecho clínico (Dey et al., 2008). 

 

2.4 Patogênese 

A compreensão sobre os mecanismos específicos de patogênese da 

leptospirose ainda é limitada. Ainda não se sabe exatamente qual é a contribuição dos 

efeitos diretos causados pela infecção bacteriana e da resposta imune do hospedeiro 

na gravidade da leptospirose (Bharti et al., 2003). Ao entrar em contato com o 

hospedeiro, acredita-se que as bactérias penetram pelas membranas mucosas ou 

lesões da pele (Ellis, 2015). A motilidade da Leptospira tem como função a penetração 

de mucosas e o deslocamento entre as camadas celulares  (Faine et al., 1999; Murray, 

2015b). Sendo assim, demonstrou ser um fator importante na infecção inicial e na 

disseminação de organismos da porta de entrada para órgãos como fígado, rim, olhos 

e cérebro (Bharti et al., 2003). 

 Consistente com a habilidade prevista de migrar pelos tecidos do hospedeiro, 

a Leptospira possui uma variedade de fatores de virulência em potencial que podem 

facilitar esse processo. Atividades hemolíticas e as ações da esfingomielinase e 

fosfolipase foram descritas in vitro há muito tempo, sendo que genes específicos 

foram caracterizados incluindo hemolisinas, esfingomielinases C ou H e proteína-1 

associada à hemólise (Hap1, mais conhecida como LipL32) (del Real et al., 1989). A 

ausência de genes de esnfigomielinases em leptospiras saprófitas sugere provável 

função na virulência ou na sobrevivência no hospedeiro (Evangelista & Coburn, 2010). 

Os mecanismos patogênicos da leptospirose podem ser divididos nos efeitos 

diretos da infecção bacteriana e na resposta imune do hospedeiro. O período de 

bacteremia, o qual pode durar por uma semana, começa 1 ou 2 dias após a infecção. 

Durante esse período, leptospiras podem ser isoladas do sangue e da maioria dos 

órgãos incluindo fluído cefalorraquidiano. Essa primeira fase bacterêmica termina com 
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o aparecimento de anticorpos circulantes, os quais são detectáveis normalmente após 

10 a 14 dias (Ellis, 2015; Adler & de la Peña Moctezuma, 2010).  

Recentemente, um estudo que buscou localizar regiões CRISPR em Leptospira 

identificou a presença de sistemas CRISPR-Cas exclusivamente em espécies 

infecciosas da bactéria, sendo que nas cepas mais patogênicas foram encontrados 

dois subtipos diferentes de CRISPR-Cas, indicando um possível papel na 

patogenicidade (Xiao et al., 2019). 

Um dos mecanismos de sobrevivência usado parece ser a evasão ao ataque 

do sistema imune do hospedeiro. Algumas evidências já demonstraram a capacidade 

da bactéria de recrutar proteínas que inativam o sistema complemento, protegendo-

as do ataque do mesmo (Murray, 2015a). Outros estudos mostram a capacidade 

dessas bactérias permanecerem temporariamente no interior de células fagocíticas 

(Barocchi et al., 2002) e persistir em macrófagos (Toma et al., 2011). 

Enquanto fatores bacterianos contribuem para o resultado da infecção, os 

fatores do hospedeiro demonstram ser igualmente importantes, como o 

reconhecimento imune. Nos humanos, a sinalização por macrófagos acontece via 

TLR2 (ao invés de TLR4, receptor usual de LPS), enquanto a sinalização pelas células 

murinas acontece via TLR2 e TLR4 (Nahori et al., 2005). O reconhecimento por TLR4 

é importante para a resistência à leptospirose aguda, de forma que ratos com 

deficiência em TLR4 se tornam susceptíveis à leptospirose (Viriyakosol et al., 2006; 

Chassin et al., 2009). A diferença entre o reconhecimento humano e murino parece 

contribuir para os resultados contrastantes da doença (Werts, 2010; Murray, 2015a).  

 

2.5 Transmissão 

As leptospiras patogênicas estão altamente distribuídas na natureza, 

infectando principalmente o tecido renal de diversos hospedeiros animais. O ciclo de 

vida da Leptospira envolve a eliminação das bactérias via urina, persistência no 

ambiente, infecção de um novo hospedeiro com disseminação hematogênica para os 

rins pelos glomérulos ou capilares peritubulares. Uma vez que as bactérias obtém 

acesso ao lúmen do túbulo renal, colonizam o epitélio permitindo sua eliminação na 

urina por longos períodos de tempo (Haake & Levett, 2015). 

Muitas espécies animais (domésticas, selvagens e o próprio homem) podem 

ser afetadas pela leptospirose (Adler & de la Peña Moctezuma, 2010). A transmissão 

da bactéria pode ocorrer indiretamente pelo contato com água/solo contaminado 
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(Faine et al., 1999) ou diretamente com a urina de um animal infectado (Picardeau, 

2013). Em animais domésticos e selvagens, carreadores crônicos mantém bactérias 

viáveis, as quais podem ser excretadas via urina, tornando-se fontes de infecção para 

humanos e outros animais (Monahan et al., 2009).  

Pequenos mamíferos são conhecidos pelo carreamento renal das bactérias. 

Leptospira já foi isolada de animais como roedores, morcegos e marsupiais, sendo 

que os primeiros são considerados os mais importantes reservatórios. Estudos 

demonstraram que os ratos infectados eliminam urina com altas concentrações de 

bactéria (107 organismos por ml) (Ko et al., 2009). A transmissão da doença também 

é bastante influenciada por condições ambientais que afetam a biologia, 

comportamento e abundância das espiroquetas e de seus hospedeiros (Bharti et al., 

2003; Mutalip et al., 2019).  

A infecção direta de humanos a partir de reservatórios animais pode acontecer 

em contextos ocupacionais. Fazendeiros, açougueiros, veterinários e profissionais de 

controle de roedores, por exemplo, podem estar diretamente expostos à urina 

infectada. O Centro de Controle de Doenças (CDC, do inglês Centers of Disease 

Control and Prevention) lista veterinários e cuidadores de animais como profissões de 

risco para leptospirose, e recomendam evitar o contato com urina de animais 

potencialmente infectados (Divers et al., 2019). Entretanto, evidências sugerem que a 

exposição indireta à água, solo e lama contaminados ainda predomina no maior 

número das infecções humanas (Goarant, 2016; Marquez et al., 2017).  

 

2.6 Diagnóstico 

2.6.1 Cultura bacteriana 

O cultivo bacteriano consiste no isolamento de Leptospira a partir de amostras 

de tecidos, urina ou sangue (Adler & de la Peña Moctezuma, 2010). As amostras 

devem ser cultivadas em meio de cultura Ellinghausen McCullough Johnson Harris 

(EMJH), com adição de antibióticos ou agentes seletivos em caso de contaminação. 

Assim, são incubadas em estufa à 28-30 ºC por ao menos oito semanas, e analisadas 

semanalmente pela microscopia de campo escuro (Levett, 2001; Eldin et al., 2019). 

Apesar da cultura apresentar especificidade elevada, a sensibilidade é 

normalmente muito baixa (Levett, 2001). O tempo de duplicação da bactéria é 

relativamente longo (6-8 horas ou mais), e seu cultivo pode levar até 3 meses 

(Gurumurthy et al., 2018), tornando-o impraticável para diagnóstico imediato. Por essa 
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razão, não é muito utilizada na rotina clínica. Além disso, as análises bacteriológicas 

necessitam de instalações de biossegurança nível 2 por serem organismos 

infecciosos ao homem  (Budihal & Perwez, 2014). 

Na maioria dos estudos publicados, pode-se observar que existem diferenças na 

maneira de cultivar as bactérias: EMJH líquido ou semi-sólido, suplementação com 

Tween 80/40 ou soro de coelho, com ou sem agentes seletivos (5-fluorouracil, 

neomicina, bacitracina e actidiona). Portanto, a técnica de cultura ainda não é 

definitiva e aperfeiçoamentos no isolamento são necessários (Ellis, 2015). A 

dificuldade em recuperar bactérias viáveis (devido à contaminação frequente, 

crescimento fastidioso, necessidade de uso de meios de cultura especializados) 

resulta em baixa sensibilidade diagnóstica (Girault et al., 2017; Miotto et al., 2017). 

Entretanto a cultura ainda é o teste mais aceitável para confirmar a infecção, 

apresentando um papel importante em determinar a epidemiologia global da infecção 

(Adler & de la Peña Moctezuma, 2010).  

 

2.6.2 Teste de Microaglutinação (MAT) 

O teste rápido considerado padrão para o diagnóstico da leptospirose é o Teste 

de Microaglutinação (MAT) (WHO, 2003). O MAT se baseia na aglutinação de soro 

diluído com suspensões vivas de bactérias. Assim, quando o soro do paciente 

apresenta anticorpos anti-leptospira, ocorre a formação de aglomerados que podem 

ser observados através de microscopia de campo escuro (Santos, 2011).  

A maior vantagem do MAT é sua ótima especificidade pois consegue detectar 

anticorpos sorovar-específicos (WHO, 2003). A Organização Mundial da Saúde 

(OMS) recomenda que seja mantida uma bateria de no mínimo 19 antígenos vivos 

diferentes para o teste, tornando-o impraticável para a grande maioria dos laboratórios 

(Brownlow et al., 2014).  

O uso do MAT apresenta diversas limitações e seus resultados devem ser 

interpretados com cuidado. O teste apresenta baixa sensibilidade durante estágios 

iniciais da doença, pois existe o risco do paciente ainda não apresentar 

soroconversão; e múltiplas amostras das fases aguda e convalescente são 

necessárias para a confirmação da infecção (Budihal & Perwez, 2014; WHO, 2003; 

Miller et al., 2011). A interpretação dos dados sorológicos pode ser confusa quando 

se fala em animais recentemente imunizados ou que apresentam status de 

imunização desconhecido. A identificação de indivíduos com infecção crônica usando 
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MAT pode ser desafiadora, visto que os títulos séricos não estão necessariamente 

associados com presença de leptospiras no tecido renal (André-Fontaine, 2006).  

O critério padrão para um MAT positivo é o aumento do título de anticorpos em 

quatro vezes, ou a conversão de soronegatividade para um título de 100 ou mais 

elevado (Bharti et al., 2003). Em áreas onde a leptospirose é rara, um título baixo 

provavelmente apresenta valor diagnóstico, mas ainda assim deve ser avaliado em 

conjunto com fatores clínicos e epidemiológicos (exposição, grupo de risco). Já em 

regiões onde a leptospirose é endêmica, muitos indivíduos podem apresentar 

anticorpos persistentes devido a infecções anteriores e títulos baixos em uma única 

amostra pode, portanto, ser de difícil interpretação (WHO, 2003; Budihal & Perwez, 

2014). 

 

2.6.3 Ensaio Imunoenzimático (ELISA) 

Devido à complexidade do MAT, foram desenvolvidos testes mais práticos e 

rápidos para detecção de anticorpos circulantes. Os testes de ELISA para detecção 

de anticorpos anti-leptospira foram implementados utilizando diferentes preparações 

de antígeno, protocolos e plataformas de ensaio (em placa ou em tiras). O antígeno 

utilizado determina a especificidade do teste. As preparações de antígenos são em 

sua maioria células inteiras ou proteínas de membrana externa (OMP, do inglês Outer 

Membrane Protein), com ênfase nessa última (Ellis, 2015). 

Vários testes ELISA permitem a detecção de IgM anti-leptospira, os quais têm 

sido comercializados no passar dos últimos anos. Esses testes apresentam melhor 

padronização e são mais facilmente executados. Seu valor comercial é variável e 

depende da qualidade do teste (sensibilidade podendo variar de 4% a 97%). O período 

de realização do teste interfere diretamente no resultado do teste. A sensibilidade é 

menor quando realizada durante a primeira semana da infecção. Estudos que 

realizam o teste sorológico após o dia 7 descrevem valores de sensibilidade e 

especificidade entre 75% e 100%, e 78% e 97%, respectivamente (Bajani et al., 2003; 

Levett & Branch, 2002; Yersin et al., 1999).  

A performance geral do ELISA sugere sua aplicabilidade como um teste de 

triagem rápido para o diagnóstico de leptospirose em locais com recursos limitados e 

em laboratórios ou hospitais onde o MAT não é disponibilizado (Bourhy et al., 2013). 

Esses testes portanto são recomendados como estratégias primárias durante a fase 

imune da infecção, com a confirmação secundária pelo MAT (Eldin et al., 2019).  
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Entretanto, existem significativas limitações de diagnóstico precoce com a 

utilização de qualquer teste sorológico, e o teste com uma segunda amostra deve ser 

considerado obrigatório (Levett, 2015). Além disso, a confirmação dos resultados de 

testes diagnósticos rápidos por um teste de referência também é recomendada (Goris 

et al., 2013).  

 

2.6.4 Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

Como o isolamento de Leptospira requer algumas semanas para o crescimento 

da cultura e os testes sorológicos apresentam baixa sensibilidade na fase aguda da 

doença (Toyokawa et al., 2011), foram desenvolvidos métodos alternativos. As 

técnicas baseadas em PCR e suas diversas variações como multiplex PCR (Ahmed 

et al., 2012), nested-PCR (Jouglard et al., 2006), PCR-RFLP (Jung et al., 2015) e PCR 

em tempo real (Wunder et al., 2016) têm sido desenvolvidas para detectar cepas 

patogênicas de Leptospira e assim obter um diagnóstico precoce (Picardeau, 2013). 

Este é importante para confirmar a doença visto que o tratamento com antibióticos é 

mais eficaz quando estabelecido na fase inicial da doença (Bourhy et al., 2011). 

A detecção molecular de Leptospira é comumente baseada na amplificação de 

sequencias bacterianas específicas de genes como 16S rRNA, flaB, ompL1, lipL32, 

lipL4, lipL25, ligA e ligB. O gene da lipL32 codifica para uma lipoproteína de membrana 

externa presente nas espécies patogênicas, mas ausente nas saprófitas (Haake et al., 

2000). O gene da lipL21 codifica para outra lipoproteína de membrana externa, com 

expressão variável. Alguns estudos relataram a presença da lipL21 apenas em 

espécies patogênicas, podendo então ser utilizada como marcador diagnóstico 

(Cullen et al., 2003; Seenichamy et al., 2014). Porém, um estudo recente com análises 

genômicas demonstra que espécies patogênicas e saprófitas possuem esse gene, 

com significantes variações de nucleotídeos (Monica et al., 2019). 

Já foi relatado que os genes lipL32 e 16S rRNA são eficientes para detectar 

amplificação de L. interrogans. Porém, o 16S rRNA demonstrou ser menos específico 

quando comparado ao gene da lipL32 (Villumsen et al., 2012). Outro gene bastante 

utilizado é o da proteína de membrana externa OmpL1, que consegue detectar e 

diferenciar espécies de Leptospira patogênicas, mas também demonstrou ser menos 

sensível (87%) do que os anteriores (GÖKMEN et al., 2016). 

Recentemente, o PCR em tempo real (qPCR) vem sendo utilizado como uma 

ferramenta rápida e sensível para detecção de DNA. O PCR em tempo real vem 
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substituindo o PCR convencional, com maiores valores de sensibilidade e 

especificidade (96% e 100%, respectivamente) (Eldin et al., 2019). Estudos de qPCR 

para detecção de leptospira utilizando genes alvo como lipL32 apresentou 

especificidade geral de 99% (Riediger et al., 2017), e em outros até mesmo 100% para 

sensibilidade e especificidade (Stoddard et al., 2009). Os PCRs convencionais e em 

tempo real são especialmente úteis para o diagnóstico em fases iniciais da infecção, 

ou seja no período da janela imunológica quando a produção de anticorpos ainda não 

começou (Toyokawa et al., 2011). 

A implementação de técnicas de alta sensibilidade requer laboratórios 

especializados, equipes treinadas, equipamentos e reagentes de alto custo, podendo 

inviabilizar a implementação em países subdesenvolvidos e com poucos recursos. 

Com isso, é crucial estabelecer uma abordagem simples, rápida e sensível para uma 

detecção de bactérias tanto no laboratório como até mesmo no campo (Khan et al., 

2017; Monica et al., 2019). 

 

2.6.5 Amplificação isotérmica mediada por alça (LAMP) 

A técnica de amplificação isotérmica mediada por alça (LAMP, do inglês Loop-

mediated Isothermal Amplification), foi desenvolvida há quase 20 anos e demonstrou 

características de rapidez, simplicidade e elevada especificidade (NOTOMI et al. 

2000). O LAMP é um procedimento de amplificação de DNA que pode ser realizado à 

uma temperatura constante com uma única enzima (Tomita et al., 2008). O método 

utiliza um mínimo de quatro primers, dois internos (FIP e BIP) e dois externos (F3 e 

B3), que reconhecem seis regiões diferentes no DNA alvo (Mori & Notomi, 2009). Mas 

o principal diferencial é o uso da enzima Bst DNA polimerase, que não possui atividade 

exonucleásica 5´- 3´ e portanto possibilita o deslocamento da fita inteira de DNA (na 

medida que ocorre a síntese de uma nova cadeia polinucleotídica a partir da fita molde 

de DNA complementar), sem necessitar a elevação da temperatura para a 

desnaturação. Portanto, a amplificação pode ser realizada em condições isotérmicas, 

preferencialmente a 60ºC, temperatura de atividade ótima da enzima (Zatti, 2016; 

Notomi et al., 2000). 

Na reação de LAMP, a amplificação gênica acontece em duas etapas: a cíclica 

e a não-cíclica (Figura 1). A última é caracterizada pelo início da amplificação, onde é 

formada uma estrutura em alça. Já a etapa cíclica é constituída pela auto síntese, 

onde a alça formada na etapa anterior é utilizada como molde para ligação dos primers 
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internos e alongamento da fita, gerando vários novos fragmentos de tamanhos 

diferentes (Notomi et al., 2015; Oliveira, 2016; Tomita et al., 2008).   

 

Figura 1. Representação esquemática da reação de LAMP. A) Desenho dos primers designados para 

as seis regiões distintas do DNA alvo, denominadas F3c, F2c, F1c, B1, B2 e B3. B) Etapa não-cíclica, 

onde ocorre a formação da estrutura de alça. C) Etapa cíclica. Fonte: TOMITA et al., 2008 

 

Ao final da reação, o produto amplificado pode ser detectado por eletroforese em 

gel, turbidimetria, marcadores de fluorescência, em alguns dos casos possibilitando a 

visualização a olho nu por mudanças físico-químicas no tubo de reação (Meng et al., 

2017; Mori et al., 2001; Mori & Notomi, 2009; Shirato, 2019). O LAMP pode ser 

realizado no laboratório ou mesmo no campo, com a utilização de instrumentos 

portáteis (Khan et al., 2018). 
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Inúmeros estudos já foram publicados com a utilização do LAMP nas mais 

diversas aplicabilidades. Na detecção de patógenos que causam doenças infecciosas, 

o teste já foi desenvolvido para Salmonella (Abdullah et al., 2014; Yang et al., 2018), 

Klebsiella pneumoniae (Nakano et al., 2014), Mycobaterium tuberculosis (Kaewphinit 

et al., 2017; Bentaleb et al., 2016), Listeria monocytogenes (Ye et al., 2015; Birmpa et 

al., 2015) e até Leptospira (Hsu et al., 2017; Ali, Kaur, Boby, T Sabarinath, et al., 2017). 

Além de detectar doenças em plantas (Si Ammour et al., 2017), detectar fungos 

(Niessen, 2015) e até mesmo ser utilizado para a sexagem de embriões bovinos 

(Hirayama et al., 2004). 

O LAMP demonstrou tolerância a substâncias inibitórias presentes em 

amostras biológicas. Além disso, os métodos de extração rápidos e simples permitem 

evitar complicados protocolos de purificação de DNA (Niessen, 2015; Khan et al., 

2017; Si Ammour et al., 2017). Portanto, o LAMP é avaliado como um método 

sensível, de boa relação custo benefício, fácil realização e com possível aplicação 

como um teste point-of-care (Notomi et al., 2015; Khan et al., 2018). 
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3 OBJETIVOS 

   

3.1 Objetivo Geral 

Desenvolver e validar método de amplificação isotérmica para detecção de 

Leptospira utilizando diferentes genes alvos. 

  

3.2 Objetivos Específicos 

- Estabelecer métodos de PCR tendo como alvo os genes LIC13162 e 

LIC20239; 

- Desenvolver métodos de amplificação isotérmica (LAMP) tendo como alvos 

LIC13162 e LIC20239; 

- Validar o método de amplificação isotérmica baseada no gene alvo lipL32; 

- Validar os métodos desenvolvidos com amostras clínicas (tecido renal); 

- Comparar os métodos dos diferentes genes alvo entre si; 

- Comparar os métodos de amplificação isotérmica com a técnica de PCR em 

tempo real. 
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4 METODOLOGIA 

  

4.1 Cultivo das bactérias e extração de DNA 

O cultivo de cepas de Leptospira spp. foi realizado em meio Ellinghausen-

McCullough-Johnson-Harris (EMJH) com adição de suplemento (Difco, BD, São 

Paulo, SP, Brazil). Os cultivos foram armazenados em estufa à 30ºC. O DNA 

genômico dos cultivos foi extraído com a utilização do Illustra bacteria genomicPrep 

Mini Spin kit (GE Healthcare, Chicago, Illinois, EUA).  

O cultivo da L. interrogans cepa Fiocruz L1-130 foi submetido à uma contagem 

de bactérias através de câmara de Petroff-Hausser, a qual demonstrou presença de 

2 x 108 células/ml. O DNA desse cultivo foi então extraído em 100 µl de eluído e 

armazenado para a utilização na realização dos diferentes testes.  

 

4.2 Isolados de Leptospira spp. e amostras clínicas 

As cepas bacterianas utilizadas neste trabalho foram gentilmente cedidas pelo 

Laboratório de Vacinologia da Universidade Federal de Pelotas (UFPel) e Laboratório 

de Pesquisa em Doenças Infecciosas (UFPel) (Tabela 1). 

As amostras clínicas foram gentilmente cedidas pela pesquisadora Thais Larré 

Oliveira do Laboratório de Vacinologia da UFPel. Elas consistiram de DNA já extraído 

de amostras de tecido renal de hamsters pertencentes à um estudo experimental de 

vacinas (Oliveira et al., 2019). Os animais haviam sido infectados com uma dose de 

103 leptospiras. A presença de leptospiras no tecido renal já havia sido confirmada por 

cultivo microbiológico em meio EMJH e PCR em tempo real.  
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Tabela 1. Classificação de cepas de Leptospira spp. utilizadas  

Espécie Sorogrupo Sorovar Cepa Tipo 

L. biflexa - - Patoc saprófita 

L. borgpetersenii Tarasovi Tarassovi - patogênica 

L. borgpetersenii Sejroe Hardjobovis - patogênica 

L. interrogans Icterohaemorrhagiae Copenhageni Fiocruz L1-130 patogênica 

L. interrogans Copenhageni Copenhageni - patogênica 

L. interrogans Pomona - - patogênica 

L. interrogans Australis Bratislava JEZ Bratislava patogênica 

L. interrogans Sejroe Wolffi - patogênica 

L. interrogans Sejroe Hardjoprajitno Hardjoprajitno patogênica 

L. interrogans Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae - patogênica 

L. interrogans Canicola Canicola Hond Utrecht IV patogênica 

L. kirshneri - - Mozdok patogênica 

L. kirshneri Gryppotyphosa Gryppotyphosa - patogênica 

L. noguchii Panama Panama CZ 214K patogênica 

L. santarosai Shermani Shermani 1342K patogênica 

 

 

4.3 Identificação de genes de espécies patogênicas de Leptospira 

A seleção dos genes alvo para os ensaios de PCR e LAMP foi realizada a partir 

da análise comparativa de genomas de 20 espécies de Leptospira, englobando 14 

espécies patogênicas ou intermediárias (patogênicas oportunistas) e 6 saprófitas 

(FOUTS et al., 2016). Para cada genoma foi efetuada uma reanotação de sequências 

codificantes usando o software Prodigal, sendo as sequências derivadas de todos os 

genomas processadas para geração de um banco de dados para realização de 

análise pelo BLASTn. Sequências representativas foram agrupadas pelo software 

clustering CD-HIT. Estas foram então comparadas com o banco de dados de todas as 

sequências, sendo selecionadas apenas aquelas que apresentaram ao menos um hit 

com 90% de similaridade em todas as sequências de cepas patogênicas e nenhum 

hit com e-value < 1 e -10 em nenhuma das cepas saprófitas. Posteriormente, as 

sequências selecionadas foram comparadas aos genomas originais usando o 
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BLASTn de modo a remover aquelas que apresentassem alinhamento com regiões 

do genoma das cepas saprófitas com e-value menos que 1e-10. Ao final, chegou-se 

à lista de sequências de dois genes alvo: LIC13162 e LIC20239. 

 

 

Figura 2. Fluxograma da análise de identificação de genes de leptospiras patogênicas 
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4.4 Desenho dos primers para LAMP e PCR 

Um alinhamento de sequências dos genes LIC13162 e LIC20239 referentes à 

nove espécies de Leptospira patogênicas (acesso GenBank: NZ_AHNP02000000, 

NZ_AOHB02000000, NZ_AHMP02000000, NZ_AHNC02000000, 

NZ_AOHD02000000, NZ_AHMT02000000, NZ_AHMN02000000, 

NZ_AKWY02000000, AE016823.1) foi realizado com finalidade de encontrar 

sequências comuns para todas as espécies.  

A sequência L1130 foi utilizada como referência para o desenho dos primers. 

Dessa forma, conjuntos foram desenhados através do software PrimerExplorer 

(https://primerexplorer.jp/e/), o qual é especializado em LAMP. Dos conjuntos de 

primers possíveis apresentados pelo sistema, parâmetros referentes à temperatura de 

anelamento e estabilidade (medida em kcal/mol) foram levados em consideração na 

escolha do melhor conjunto de primers para ambos os genes (Tabela 2). 

As sequências de primers desenhadas para as reações de LAMP foram 

submetidas ao software Clustal Omega Alignment 

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) juntamente com as sequências de cada 

gene para uma comparação. Dessa forma, ajustes na construção dos primers foram 

realizados, prevendo manter o máximo de semelhança dos primers com as 

sequências alvo de todas as espécies comparadas (Anexo A e B). 

Para o desenho dos primers para as reações de PCR convencional, o software 

Geneious R11 (https://www.geneious.com/) foi utilizado para um alinhamento prévio 

das sequências de ambos os genes. Foram selecionadas regiões de maior 

semelhança entre as espécies comparadas e com o menor número de SNPs 

possíveis. Utilizando a sequência da L. interrogans cepa Fiocruz L1-130 como 

referência, os primers foram escolhidos manualmente comparando a semelhança das 

sequências entre todas as espécies. Análises da temperatura de anelamento e 

presença de dímeros e hairpins foram avaliadas pelos softwares Primer3 

(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) e Oligo Analyzer IDT 

(https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer). As sequências dos primers de 

PCR convencional para as duas novas regiões, LIC13162 e LIC20239, estão 

apresentadas na Tabela 3. 

 

https://primerexplorer.jp/e/
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
https://www.geneious.com/
http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/
https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer
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Tabela 2. Sequência dos primers de LAMP para os três genes alvo 

Primer  Sequência (5’-3’) Referência 

LipL32-F3  TGTTTGGATTCCTGCCGTAA Hsu et al., 2017 

LipL32-B3  GCAGCTTTGGCGATTTGG Hsu et al., 2017 

LipL32-FIP  CTCCATCGCCTGGTTCACCGTCGC-TGAAATGGGAGTTCG Hsu et al., 2017 

LipL32-BIP  AGCGGCTACCCCAGAAGAAAA-AAGGCATAATCGCCGACATTC Hsu et al., 2017 

LipL32-LF  TCGCCTGTTGGGGAAATCA Hsu et al., 2017 

LIC13162-F3  CAAGCCGTCGAACTTGGTAA Neste estudo 

LIC13162-B3  CTGAATCATATCTGCGTGTTTAGC Neste estudo 

LIC13162-FIP  CCGAGACCGCGCCAATCG-AATCATCTTTCGAGGTGGAGC Neste estudo 

LIC13162-BIP  GGTCAAAGCAGAAACTGGACTTCCT-ACTTCTTCCGCCATCGTATG Neste estudo 

LIC13162-LF  CGCCAATCGGTTGGACGA Neste estudo 

LIC20239-F3  CGTTGACCTGTCAGGTGC Neste estudo 

LIC20239-B3  GCAGCCTGATTATCAATGAGATC Neste estudo 

LIC20239-FIP  ACAACAACCACGCGCTCAC-CGACGATTAAGTCGGTTTTTCATAG Neste estudo 

LIC20239-BIP  TCCCATTTTGCGATTCATACCTGGC-CCACAGGTAAATACGTCCACG Neste estudo 

LIC20239-F3 2  AGTCCGTATGGAGTGAGC Neste estudo 

LIC20239-B3 2  CTACGCCTAAGTTCAGTACA Neste estudo 

LIC20239-FIP 2  GTCCACGGCACAATAACCGT-GTTAGTGAATCCCATTTTGCG Neste estudo 

LIC20239-FIP 2b  ACAACAACCACGCCGCTCACTTTTGACGATTAAGTCGGTTTTTCATAGG Neste estudo 

LIC20239-BIP 2  GGCTGCCCTGGATTATCTAAAAGAGA-CCACGTTTCATTTCCACAAC Neste estudo 

 

Tabela 3. Sequência dos primers para PCR 

Primer Sequência (5’-3’) Fragmento (pb) 

LIC1 Primer F GGTYTCGGTTGGGAAGG 85 

LIC1 Primer R TATGATCCATMACTTCGGTCA  

LIC2 Primer F GCCCTGGATTATCTAAAAGAGAA 93 

LIC2 Primer R TGAAGGTCTACGCCTAAGTTC  
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4.5 PCR Convencional 

Dois testes de PCR convencional foram estabelecidos para amplificação dos 

genes LIC13162 e LIC20239, de modo a confirmar a existência de ambos os genes 

em bactérias patogênicas. 

A concentração dos primers a ser adicionada no mix foi previamente 

determinada segundo protocolo padrão da empresa Simbios Biotecnologia Ltda. Na 

reação, são adicionados 27,80 µl de Mastermix, 0,20 µl da Taq polimerase e 2 µl da 

amostra, totalizando 30 µl. As condições da reação de PCR incluem uma etapa inicial 

de desnaturação de 95 °C por 3 min, seguida de 40 ciclos de amplificação (95 °C por 

15 s e 60 °C por 60 s). Para analisar os resultados, as amostras foram submetidas à 

eletroforese em gel de poliacrilamida 6%, posteriormente corado por prata 

(SAMBROOK; RUSSEL, 2001). 

 

4.6 PCR em tempo real 

O PCR em tempo real do gene lipL32 foi realizado para comparar e confirmar 

a sensibilidade do ensaio LAMP. Uma curva de diluição em 4x foi realizada a partir do 

ponto 2 x 106 células/ml de forma a avaliar o limite de detecção bacteriana pela 

técnica. Posteriormente, foi realizado um ensaio Probit com três repetições. Além 

disso, qPCR foi realizado também com as amostras dos cultivos de diferentes cepas 

bem como as amostras clínicas utilizadas nesse estudo. Primers e sondas utilizados 

foram descritos previamente (HAMOND et al., 2015). As concentrações de primers 

foram determinadas segundo protocolo padrão da empresa Simbios Biotecnologia 

Ltda. O protocolo consiste em incubação inicial de 95 °C por 3 min, seguida de 40 

ciclos de amplificação (95 °C por 15 s e 60 °C por 60 s). 

 

4.7 LAMP 

  O LAMP foi realizado com três genes alvo diferentes: LIC13162, LIC20239 e 

lipL32. As tentativas de padronização da técnica foram feitas com diferentes variações 

de tempo (30 minutos e 60 minutos) e unidade de enzima Bst por reação (2U/reação, 

4U/reação e 8U/reação). Um controle positivo de L. interrogans cepa Fiocruz L1-130 

com 2 x 108 células/ml (contagem de células feita em câmara de Petroff-Hausser) foi 

diluído seriadamente em 10x para os testes. 

 A confirmação da amplificação dos genes alvo foi avaliada através de 

incubação dos produtos do LAMP com enzimas de restrição específicas para as 
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sequências dos genes alvos; AluI para lipL32, HinfI e BstNI para LIC20239, e HinfI e 

HhaI para LIC13162. 

A técnica foi realizada com reações de 25 µl, contendo Mastermix e Bst 

polimerase. A incubação foi feita em termociclador à 60 ºC por 60 min e para a 

inativação à 80º C por 5 min. Para analisar os resultados, as amostras foram 

submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida 6%, posteriormente corado por 

prata (SAMBROOK; RUSSEL, 2001). 

 

4.8 Desempenho analítico (Sensibilidade e especificidade) 

O DNA extraído de cultivo de L. interrogans cepa FioCruz L1-130 contendo 2 x 

108 células/ml foi diluído 10X de forma seriada partindo desta concentração. A curva 

de DNA gerou pontos de 2 x 107 até 2 x 102. A partir do ponto 2 x 106 foi feita uma 

nova diluição 4X, usada para o ensaio de sensibilidade probit, no qual foi feito em três 

repetições.  

Para o teste de especificidade, foi utilizado o DNA extraído de leptospiras 

patogênicas, L. biflexa (saprófita) e de outras culturas bacterianas como Escherichia 

coli, Salmonella enteritidis, Serratia marscencens e Mycobacterium tuberculosis.  

 

4.9 Performance diagnóstica 

As amostras clínicas foram submetidas à uma segunda análise por qPCR, para 

a confirmação de amostras positivas e negativas. Posteriormente, foi feita análise das 

amostras pela técnica de LAMP, com finalidade de avaliar o teste diagnóstico.  

 

4.10 Análise estatística 

 O cálculo estatístico PROBIT dos ensaios foi realizado através do software 

SPSS® Statistics e a performance diagnóstica calculada através das seguintes 

fórmulas: 

Sensibilidade  = 𝑃𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜𝑠 𝑣𝑒𝑑𝑎𝑑𝑒𝑖𝑟𝑜𝑠 ÷ (𝑃𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜𝑠 𝑉𝑒𝑟𝑑𝑎𝑑𝑒𝑖𝑟𝑜𝑠 + 𝐹𝑎𝑙𝑠𝑜𝑠 𝑁𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜𝑠) 

Especificidade = 𝑁𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜𝑠 𝑉𝑒𝑟𝑑𝑎𝑑𝑒𝑖𝑟𝑜𝑠 ÷ (𝑁𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜𝑠 𝑉𝑒𝑟𝑑𝑎𝑑𝑒𝑖𝑟𝑜𝑠 + 𝐹𝑎𝑙𝑠𝑜𝑠 𝑃𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜𝑠) 

Eficiência (acurácia) = (𝑃𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜𝑠 𝑉𝑒𝑟𝑑𝑎𝑑𝑒𝑖𝑟𝑜𝑠 + 𝑁𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜𝑠 𝑉𝑒𝑟𝑑𝑎𝑑𝑒𝑖𝑟𝑜𝑠) ÷ 𝑁 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 

Índice kappa (concordância) = 𝑃𝑜 − 𝑃𝑒 ÷ 1 − 𝑃𝑒, sendo: 

Po = Proporção de concordâncias observadas 

Pe = Proporção de concordâncias esperadas 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Seleção de genes alvo 

A análise comparativa de genomas de 20 espécies de Leptospira, englobando 

14 espécies patogênicas ou intermediárias (patogênicas oportunistas) e 6 saprófitas 

(FOUTS et al., 2016) permitiu a identificação de dois genes alvo potenciais para 

detecção de leptospiras patogênicas: LIC13162 (atividade de transferase, UNIPROT 

entrada: Q72MN1) e LIC20239 (atividade catalisadora adenosilmetionina 

decarboxilase, UNIPROT entrada:  Q75FF4). Adicionalmente, foi selecionado o gene 

lipL32, pois constitui atualmente no principal alvo genético de cepas patogênicas de 

Leptospira.  

Os conjuntos de primers para dois ensaios de LAMP independentes (tendo 

como alvo LIC13162 e LIC20239) foram desenhados e adquiridos (Tabela 2). 

 

5.2 Implementação dos procedimentos de amplificação 

Os procedimentos de PCR foram implementados com a utilização de DNAs de 

13 cepas de Leptospira (L. interrogans Copenhageni, L. interrogans Pomona, L. 

interrogans Australis sorovar Bratislava, L. interrogans Sejroe sorovar Wolffi, L. 

borgpetersenii sorovar Tarasovi, L. interrogans cepa Hardjoprajitno, L. interrogans 

Icterohaemorrhagiae, L. biflexa Patoc, L. interrogans L1-130, L. kirschnerii Mozdok, L. 

borgpetersenii Sejroe sorovar Hardjobovis, L. interrogans Canicola e L. kirshnerii 

Gryppotyphosa), sendo 12 patogênicas e 1 saprófita. 

Os procedimentos de PCR para ambos os genes alvo apresentaram 

amplificação visível em gel de poliacrilamida, sendo que o amplicon correspondeu aos 

fragmentos de 85 pb referente ao gene LIC13162 (Figura 3) e 93 pb referente ao gene 

LIC20239 (Figura 4). 
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Figura 3. Eletroforese em gel de poliacrilamida de cepas de Leptospira para o gene LIC13162 (PCR). 

PM – Marcador de peso molecular; 1, L. interrogans Coepenhageni; 2, L. interrogans Pomona; 3, L. 

interrogans Australis sorovar Bratislava; 4, L. interrogans Sejroe sorovar Wolffi; 5, L. borgpetersenii 

sorovar Tarasovi; 6, L. interrogans Hardjoprajitno; 7, L. interrogans Icterohaemorrhagiae; 8, Controle 

negativo; 9, L. biflexa Patoc; 10, Controle negativo; 11, L. interrogans L1130; 12, L. kirschnerii Mozdok; 

13, L. borgpetersenii Sejroe sorovar Hardjobovis; 14, L. interrogans Canicola; 15, L. kirshnerii 

Gryppotyphosa; 16, Controle negativo. 

 

 

Figura 4. Eletroforese em gel de poliacrilamida de cepas de Leptospira para o gene LIC20239 (PCR). 

PM – Marcador de peso molecular; 1, L. interrogans Coepenhageni; 2, L. interrogans Pomona; 3, L. 

interrogans Australis sorovar Bratislava; 4, L. interrogans Sejroe sorovar Wolffi; 5, L. borgpetersenii 

sorovar Tarasovi; 6, L. interrogans Hardjoprajitno; 7, L. interrogans Icterohaemorrhagiae; 8, Controle 

negativo; 9, L. biflexa Patoc; 10, Controle negativo; 11, L. interrogans L1130; 12, L. kirschnerii Mozdok; 

13, L. borgpetersenii Sejroe sorovar Hardjobovis; 14, L. interrogans Canicola; 15, L. kirshnerii 

Gryppotyphosa; 16, Controle negativo. 

 

Os procedimentos de LAMP para lipL32, LIC13162 e LIC20239 foram 

realizados com amostra da L. interrogans cepa Fiocruz L1-130 em diferentes tempos 

(30 e 60 minutos) e concentrações de enzima (2U, 4U e 8U/reação). 

A Figura 5 apresenta os resultados de lipL32, onde ocorreu efetiva amplificação 

da amostra e diluições decimais com 30 minutos de duração, temperatura de 65 ºC e 

concentração de enzima Bst 2.0 de 4U/reação. Observa-se nos poços 1, 2 e 3 o 

85 pb  

93 pb  
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padrão de bandas característico da amplificação do LAMP. Os fragmentos do gene 

lipL32 nos tamanhos esperados de 115/73 pb foram confirmados com digestão pela 

enzima AluI. 

 

Figura 5. Eletroforese em gel de poliacrilamida da reação de LAMP com o gene lipL32. PM - Peso 

Molecular; 1, controle positivo diluído 10x; 2, controle positivo diluído 100x; 3, controle positivo diluído 

1000x; 4, controle positivo diluído 10000x; C-, controle negativo 

 

Já a padronização das reações de LAMP das regiões LIC13162 (Figuras 6 e 7) 

e LIC20239 (Figuras 8, 9) não foi possível em nenhuma das variações, ou seja, (1) 

tempo de reação e/ou (2) concentração de enzima. Observa-se que o tempo de 60 

minutos de reação não permite diferenciar as amplificações dos controles positivos 

em relação aos controles negativos, enquanto na reação de 30 minutos, nenhum 

fragmento amplificado é observado no gel. As diferentes concentrações de enzima 

também não apresentaram diferença na amplificação. A digestão com enzimas de 

restrição dos produtos de LAMP tanto do gene LIC13162 quanto do LIC20239 não 

demonstrou bandas compatíveis com produtos específicos, afirmando que o padrão 

de bandas apresentado no gel é resultante de amplificações inespecíficas. 
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Figura 6. Eletroforese em gel de poliacrilamida da reação de LAMP de 60 minutos do gene 

LIC13162, com as concentrações de enzima 4 U e 8 U/reação 

 

 

Figura 7. Eletroforese em gel de poliacrilamida da reação de LAMP de 30 minutos do gene 

LIC13162, com as concentrações de enzima 4 U e 8 U/reação 

 

 

Figura 8. Eletroforese em gel de poliacrilamida da reação de LAMP de 60 minutos do gene LIC20239 

(primeiro conjunto de primers), com as concentrações de enzima 4 U e 8 U/reação 
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Figura 9. Eletroforese em gel de poliacrilamida da reação de LAMP de 30 minutos do gene LIC20239 

(primeiro conjunto de primers), com as concentrações de enzima 4 U e 8 U/reação. 

 

 Devido à ineficiência na amplificação usando os conjuntos de primers 

demonstrados, uma nova tentativa de desenho de primers foi realizada, tentando 

aumentar a estringência e deixando a temperatura de anelamento / estabilidade mais 

próxima à temperatura de reação. Além disso, foi adicionada uma sequência 

espaçadora composta por quatro nucleotídeos (TTTT) entre os primers F1c e F2, 

conforme descrito previamente (Yang et al., 2018; Zhang et al., 2012). Porém, os 

resultados foram os mesmos, não sendo obtidas amplificações específicas com esses 

novos conjuntos de primers (Figura 10). 

 

 

Figura 10. Eletroforese em gel de poliacrilamida da reação de LAMP de 60 minutos do gene 

LIC20239 (segundo conjunto de primers), com as concentrações de enzima 2 U, 4 U e 8 U/reação 
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5.3 Avaliação da performance analítica do LAMP 

Tendo em vista que o LAMP com lipL32 apresentou os melhores resultados na 

amplificação, o desempenho analítico e a performance diagnóstica foram avaliados 

somente nesse sistema.   

A análise de sensibilidade do LAMP foi realizada comparativamente com o PCR 

em tempo real, utilizando o controle de L. interrogans cepa Fiocruz L1-130 em uma 

diluição seriada de 4 vezes partindo do ponto 2 x 106 células/ml. Os resultados 

demonstraram que as técnicas de PCR e LAMP apresentaram o mesmo limite de 

detecção (156 células/µl) considerando uma abordagem mais conservadora, ou seja, 

com positividade em todas as três repetições (Tabela 4). 

 

Tabela 4. Ensaio probit com três repetições (qPCR vs LAMP) 

CEL/µl qPCR n(%) LAMP n(%) 

10000 3 (100) 3 (100) 

2500 3 (100) 3 (100) 

625 3 (100) 3 (100) 

156 3 (100) 3 (100) 

39 2 (67) 1 (33) 

10 0 0 

2 1 (33) 1 (33) 

 

Além disso, foi realizada uma análise estatística com o cálculo do PROBIT a 

partir de uma avaliação dos resultados de todas as diluições e todas as repetições. A 

sensibilidade analítica do qPCR foi de 16,5 células/µl considerando uma probabilidade 

de detecção de 50% das amostras com essa concentração e de 282 células/µl para 

uma probabilidade de detecção de 95% das amostras com essa mesma 

concentração. Já a sensibilidade analítica do LAMP foi de 25,7 células/µl 

considerando uma probabilidade de detecção de 50% das amostras com essa 

concentração e de 562 células/µl para uma probabilidade de detecção de 95% das 

amostras com essa mesma concentração (Tabela 5). 
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Tabela 5. Cálculo de sensibilidade analítica PROBIT (qPCR vs LAMP) 

 qPCR cel/µl (log) LAMP cel/µl (log) 

0,5 16,5 (1,22) 25,7 (1,4) 

0,95 282 (2,45) 562 (2,75) 

 

A análise de especificidade analítica foi realizada com a avaliação de 14 

isolados de Leptospira, 13 patogênicas e 1 saprófita. O LAMP lipL32 demonstrou 

amplificação no padrão de bandas esperado, diferenciando-se da espécie saprófita L. 

biflexa cepa Patoc (Figura 11) e de outras espécies bacterianas testadas. 

 

 

Figura 11. Eletroforese em gel de poliacrilamida de cepas de Leptospira para LAMP lipL32. PM – 

Marcador de peso molecular; 1, L. kirshneri cepa Mozdok; 2, L. borgpetersenii Tarassovi; 3, L. 

interrogans Copenhageni; 4, L. interrogans Pomona; 5, L. interrogans Bratislava; 6, L. interrogans 

Wolffi; 7, L. biflexa cepa Patoc; 8, Controle negativo; 9, L. kirshneri Gryppotyphosa; 10, L. borgpetersenii 

Hardjobovis; 11, L. interrogans cepa Hardjoprajitno; 12, L. interrogans Icterohaemorrhagiae; 13, L. 

interrogans Canicola; 14, L. santarosi Shermani; 15, L. noguchii Panama; 16, Controle negativo.  
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5.4 Performance diagnóstica 

As amostras de tecido renal, que haviam sido previamente avaliadas pela 

cultura bacteriana e PCR em tempo real no Laboratório de Vacinologia (Lab7), foram 

submetidas a um novo qPCR e amplificação por LAMP. A performance diagnóstica foi 

avaliada a partir da análise comparativa desses resultados estão apresentados na 

Tabela 7. 

 

Tabela 7. Comparação dos testes diagnósticos para o alvo lipL32 

  qPCR  

  + - 

LAMP + 16 3 

 - 3 41 

    

    

 Sensibilidade  0,84 

 Especificidade  0,93 

 

 Dentre as amostras avaliadas pelos testes, pode-se observar a presença de 

3 casos discordantes foram positivos no qPCR e negativos no LAMP e 3 amostras 

discordantes que apresentaram resultado positivo no LAMP e negativo no qPCR. Os 

resultados obtidos demonstraram uma sensibilidade de 84,2% e especificidade de 

93,2%. O valor da acurácia foi de 90% e o índice kappa de 76%, indicando 

concordância BOA, segundo escala Landis & Koch, 1977. 
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6 DISCUSSÃO  

 

A leptospirose é frequentemente diagnosticada de forma tardia, devido ao seu 

amplo espectro de sintomas que mimetizam as apresentações clínicas de diversas 

outras doenças febris (Bourhy et al., 2011). Além disso, o diagnóstico direto pode ser 

desafiador, já que a cultura de Leptospira requer semanas. Os testes indiretos, como 

MAT e ELISA, são mais rápidos, mas detectam a presença de anticorpos e necessitam 

que ocorra a soroconversão no indivíduo infectado. Técnicas moleculares (como PCR) 

são muito úteis para o diagnóstico precoce, porém não são amplamente estabelecidas 

na rotina devido a complexidade do sistema analítico e a necessidade de 

equipamentos sofisticados para execução laboratorial (Li et al., 2018). O LAMP é uma 

técnica relativamente nova que tem sido usada em diversos campos das ciências 

biológicas, apresentando potencial de ser usada como um ensaio de diagnóstico 

simples devido à sua velocidade de reação, robustez e baixo custo (Ohtsuka et al., 

2005).  

No presente estudo, dois novos genes específicos foram identificados, 

LIC13162 e LIC20239, os quais podem ser utilizados para identificação de leptospiras 

patogênicas. Dessa forma, dois conjuntos de primers foram desenhados para ensaios 

de PCR convencional. Os resultados demonstraram a presença de ambos os genes 

em 12 cepas de leptospiras patogênicas, e a ausência de ambos em uma cepa de 

Leptospira saprófita, demonstrando a possibilidade de utilização desses alvos para 

ensaios de LAMP. Assim como NODA et al. (2014) e AHMED et al. (2009), que 

desenvolveram testes moleculares baseados em genes que permitem identificação 

de leptospiras patogênicas, a descoberta de LIC13162 e LIC20239 demonstra outras 

opções capazes de serem alvos para testes de detecção dessas bactérias. A 

perspectiva é que testes de PCR em tempo real possam ser desenvolvidos utilizando 

esses genes como alvo.   

Entretanto, os conjuntos de primers LAMP desenhados para amplificar os 

genes LIC13162 e LIC20239 não apresentaram resultados de amplificação específica 

de leptospira nos ensaios de implementação. Os resultados demonstraram a 

ocorrência de bandas inespecíficas ou ausência de bandas, em ambos os genes. Uma 

reação de 60 minutos resultou em amplificação tanto dos controles positivos quanto 

dos controles negativos, não sendo possível distinguir entre eles. Quando testada a 

mesma reação por 30 minutos, nenhuma amplificação apareceu no gel. As alterações 
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nas concentrações de enzima também não permitiram a obtenção de bandas 

específicas e amplificação apenas das amostras com DNA específico de Leptospira. 

Todos os primers do presente estudo foram definidos utilizando o Primer Explorer 

(Eiken, Japão), software comercial recomendado para essa finalidade. Entretanto, as 

interações entre os primers, as sequências alvo e não-alvos, e os amplicons são 

difíceis de prever apenas em uma análise in silico (Hardinge & Murray, 2019). 

Um dos desafios do LAMP é a escolha de um alvo genético apropriado para 

amplificação, seja esse uma região altamente conservada ou um sítio específico de 

uma cepa em particular de um determinado microrganismo. O LAMP utiliza de quatro 

a seis primers, necessitando entre seis a oito regiões dentro de um pequeno fragmento 

na sequência alvo. Portanto, o design dos primers está condicionado a uma série de 

restrições e pode ser bastante difícil. Apesar de existirem softwares disponíveis, 

existem circunstâncias nas quais os sítios escolhidos não conseguem ser 

selecionados, restando como opção o desenho manual de primers (Wong et al., 2018).  

Outra característica intrínseca do LAMP é o uso de múltiplos primers, o que 

pode aumentar a chance de hibridização entre os próprios primers (Gao et al., 2019; 

Watts et al., 2014). Além disso, aumenta a possibilidade de ligação destes em outras 

regiões do genoma com sequências parecidas, favorecendo as amplificações 

inespecíficas. Essas situações podem explicar a dificuldade adicional no 

desenvolvimento de um ensaio de LAMP, diferentemente do PCR que utiliza 

normalmente dois primers. Estudos prévios de desenvolvimento e validação de 

técnicas de LAMP reportaram dificuldade em acertar o desenho de um conjunto de 

primers (Kollenda et al., 2018; Das et al., 2012), devido a dificuldade de prever a 

reação in silico ou mesmo ocorrência de amplificações cruzadas (Hansen et al., 2016).  

Neste trabalho, uma segunda tentativa de desenho de primers foi realizada 

para o gene LIC20269, onde os parâmetros de temperatura de anelamento e 

estabilidade foram re-analisados, visando à temperatura ideal e com o mínimo de 

alterações manuais possíveis. Ainda assim, não foi possível conseguir amplificações 

específicas, indicando que selecionar primers para LAMP com a temperatura de 

anelamento dentro dos padrões recomendados ainda não é suficiente para assegurar 

uma adequada performance da reação (Khorosheva et al., 2016). 

Além dos novos genes, também foi realizada a implementação de um 

procedimento de LAMP previamente estabelecido, baseado no gene lipL32 (Hsu et 

al., 2017). A padronização do ensaio lipL32 foi realizada com sucesso, com 30 minutos 
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e 4 U de enzima por reação, sendo possível realizar a avaliação do desempenho 

analítico e da performance diagnóstica.  

A especificidade analítica foi determinada pela análise de LAMP de espécies e 

sorovares diferentes de Leptospira, onde as patogênicas demonstraram amplificação 

característica enquanto a saprófita não. Além disso, diferentes espécies bacterianas 

(Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Serratia marscencens e Mycobacterium 

tuberculosis) foram testadas. Em nenhuma dessas ocorreu a amplificação com o 

padrão de bandas do LAMP. Assim indicando que o teste é específico apenas para 

detecção de Leptospira,  corroborando com os resultados encontrados por HSU et al., 

2017, que além das diversas cepas de Leptospira, utilizou também Pseudomonas 

aeruginosa, Staphylococcus intermedius, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus 

faecium, Pasteurella multocida, Streptococcus pneumonia, Proteus mirabilis e  E. coli, 

bem como com outros autores que desenvolveram testes LAMP para Leptospira com 

outros alvos genéticos (Monica et al., 2019; Chen et al., 2015; Ali, Kaur, Boby, T 

Sabarinath, et al., 2017). 

Na avaliação da sensibilidade analítica, o ensaio LAMP apresentou um limite 

de detecção (LOD) de 156 células/ml, enquanto o PCR em tempo real apresentou um 

LOD com o mesmo número de células/ml. No estudo de HSU et al., 2017, a 

sensibilidade analítica foi avaliada através da diluição do DNA de Leptospira em 10x 

e demonstrou amplificação com 10 cópias por reação (quantificação por Nanodrop). 

As diferentes formas de estimar os valores absolutos para cálculos de sensibilidade 

podem trazer algumas variações nos resultados. Nesse trabalho, o valor foi obtido 

através de contagem de células em câmara de Petroff-Hausser. Além disso, as 

diluições foram realizadas em 4x, trazendo dados mais precisos, que reafirmaram a 

alta sensibilidade do teste.  

 Testes de determinação da sensibilidade analítica requerem no mínimo seis 

repetições (Kralik et al., 2011), mas quanto maior o número de replicatas, maior é o 

nível de confiança do LOD (Kralik & Ricchi, 2017). Neste trabalho, visando revalidar 

um método previamente descrito, foram realizadas três repetições. Os dados obtidos 

mostram, portanto, estimativas próximas e indicam LODs bem parecidos entre os 

testes LAMP e qPCR. Estudos prévios apresentaram resultados similares, os quais a 

sensibilidade analítica do qPCR se iguala (Wang et al., 2020) ou é maior que a do 

LAMP (Giglioti et al., 2019; Hsu et al., 2017). 
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O LAMP para detecção de Leptospiras já vem sendo desenvolvido desde o ano 

de 2009, sendo o primeiro artigo publicado com o gene lipL41 como alvo. O teste 

apresentou limite de detecção de 100 cópias de leptospira (Lin et al., 2009). 

Posteriormente, foram realizados testes para outros genes, como o 16s rRNA, o qual 

demonstrou 100% de sensibilidade e especificidade analítica (Sonthayanon et al., 

2011) e o LigB, com LOD de 150 fg (Ali, Kaur, Boby, T Sabarinath, et al., 2017). 

Estudos que utilizam o lipL32 como alvo, indicam alta sensibilidade analítica (3,95 x 

10-1 células) (Nurul Najian et al., 2016), e ainda comparam esse alvo com o 16sRNA, 

que apesar deste ter demonstrado um melhor LOD, obteve taxa maior de falsos 

positivos, tornando o lipL32 um alvo preferencial para detecção de leptospiras 

patogênicas (Gentilini et al., 2017).  

 Neste trabalho, a avaliação final da performance diagnóstica foi realizada com 

um total de 63 amostras de tecido renal de hamsters. A performance diagnóstica 

obtida do LAMP lipl32 foi de 84,2% de sensibilidade e 92,3% de especificidade. 

Entre as amostras clínicas analisadas, foi observado 3 casos discordantes que 

foram positivos no qPCR e negativos no LAMP. Porém, todas apresentavam valores 

de Ct superiores a 31 (31,2, 32 e 33,3), ou seja, amostras com quantidades menores 

de DNA de Leptospira. A ocorrência de falsos negativos em ensaios LAMP pode 

ocorrer devido ao número de micro-organismos nas amostras serem menores do que 

o limite de detecção do teste, ou devido à falha de anelamento de primers 

(Sonthayanon et al., 2011). Entre as 16 amostras positivas concordantes, 15 

apresentaram valores de Ct (do inglês, Cycle threshold) menores que 31 e apenas 

uma com valor de 33,4.  

Já na análise das outras 3 amostras discordantes, essas podem ser resultados 

falsos positivos. O LAMP, por ser um teste extremamente sensível, resulta em 

produtos de amplificação que não degradam tão facilmente, tornando o ambiente 

susceptível à transições não-intencionais de amplicons (Wong et al., 2018). Apesar 

de todas as reações terem sido feitas cuidadosamente em um ambiente estéril e 

analisadas em salas separadas para evitar contaminação, esses casos discordantes 

podem ter tido contato com produtos de amplificações anteriores. 

No estudo de HSU et al. (2017), as amostras utilizadas para validar o teste da 

lipL32 foram soro (32) e urina (31) de gatos aparentemente saudáveis. Foi obtida 

ótima performance diagnóstica, com 91,7% de sensibilidade e 100% de 

especificidade. Já em outros estudos avaliando diferentes alvos genéticos de 
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Leptospira, como por exemplo o 16S rRNA, a performance diagnóstica obtida foi 

43,6% de sensibilidade e 83,5% de especificidade (Sonthayanon et al., 2011). Quando 

o alvo foi lipL41, o teste apresentou alta sensibilidade diagnóstica, porém com apenas 

7 amostras clínicas analisadas para essa avaliação (Lin et al., 2009).  

A técnica do PCR em tempo real necessita de no mínimo uma hora e meia para 

sua realização, além da necessidade de equipamentos sofisticados. Neste trabalho, a 

reação do LAMP lipL32 foi padronizada em 30 min, demonstrando eficiência para 

detecção de leptospiras em menos da metade desse tempo. Embora outros estudos 

apresentem o qPCR como mais sensível que o LAMP, o alto custo do qPCR torna 

difícil seu uso em países em desenvolvimento (Gentilini et al., 2017; Khan et al., 2018). 

O LAMP lipL32 apresentado nesse trabalho possui alta sensibilidade analítica, 

somado a condições mais flexíveis de reação. Portanto, o LAMP lipL32 pode ser 

recomendado não apenas para países com recursos limitados, mas também para 

realização à campo. E principalmente, apresenta potencial de uso como um teste 

point-of-care. 

No presente estudo foi desenvolvido o procedimento completo de análise do 

LAMP lipl32. O método foi desenvolvido previamente no estudo de HSU et al. (2017), 

o qual apresentou resultados similares de performance diagnóstica, com amostras 

clínicas de sangue e urina de gatos. Neste trabalho, a avaliação da performance 

diagnóstica da técnica foi realizada com amostras de tecido renal. Foram obtidos 

resultados comparáveis ao PCR em tempo real, com boa concordância e acurácia. 

Dessa maneira, ampliando seu uso com vários tipos de amostra. Além disso, há a 

perspectiva de tornar o método ainda mais rápido com ajustes na visualização do 

resultado com fluorescência (Li et al., 2018), turbidimetria (Mori et al., 2001) ou 

colorimetria (Kitamura et al., 2018), o que também contribui para diminuir a 

contaminação cruzada uma vez que não haverá necessidade de abertura do tubo para 

análise dos resultados. 
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7 CONCLUSÃO GERAL 

- Os genes LIC13162 e LIC20239 identificados neste estudo, que até então não 

haviam sido descritos na literatura, demonstraram estar presentes apenas em 

leptospiras patogênicas; 

- Os LAMP desenvolvidos para os genes LIC13162 e LIC20239 não 

apresentaram amplificação específica, indicando possível falta de especificidade dos 

primers desenhados utilizados; 

- O gene da lipl32 demonstrou ser um excelente alvo para detecção de 

leptospiras patogênicas, reafirmando seu potencial de uso para testes moleculares 

comerciais; 

- O LAMP demonstra ter um grande potencial para aplicação como teste rápido 

point-of-care, podendo inclusive ser realizado em instalações mais simples e também 

à campo. 
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9 ANEXOS 

 

Anexo A – Alinhamento de sequências de leptospiras patogênicas e primers do LAMP (LIC13162)  

Legendas: 

 
AMARELO – nucleotídeos alinhados 
VERDE – nucleotídeos alinhados 
VERMELHO – mismatches 
AZUL ESCURO – sequência do primer 
AZUL CLARO – nucleotídeo para adicionar ao primer 
ROSA – sequência utilizada no alinhamento 

 

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment 

 

 

B3                                     ------------------------------------------------------------ 15 

F1c                                    ------------------------------------------------------------ 0 

LF                                     ------------------------------------------------------------ 0 

B2                                     ------------------------------------------------------------ 0 

LEP1GSC103_RS07370:borgpetersenii      CAAACTTATGAGCAAACTTTGACGATCGCAAAACAAGCGGTTGAGCTTGGAAAAAAATAC 420 

LEP1GSC048_RS04995:santarosai          CAAACCTACGAACAAACTTTGACGATCGCAAAACAAGCGGTTGAGCTTGGTAAGAAATAC 420 

LEP1GSC052_3910:tmetyi                 CAAACCTACGAACAAACTTTGACGATCGCAAAACAAGCGGTCGAACTTGGAAAGAAATAC 420 

LEP1GSC086_RS01765:weilii              CAAACCTACGAGCAAACTTTGACGATCGCAAAACAAGCGGTCGAACTCGGAAAGAAATAC 420 

LEP1GSC193_RS00610:alstonii            CAAACATACGAACAAACGTTGACGATCGCGAAACAAGCGGTTGAACTCGGAAAAAAATAC 420 

LEP1GSC062_RS02165:alexanderi          CAAACCTATGAACAAACTTTGACGATCGCAAAACAAGCGGTAGAGCTCGGAAAAAAATAC 420 

LEP1GSC049_4098:kirschneri             CAAACCTATGAACAAACTCTAACAATTGCAAAACAAGCGGTTGAACTCGGAAAAAAATAC 420 

LEP1GSC059_RS02910:noguchii            CAAACCTATGAACAAACTCTAACGATCGCAAAACAAGCGGTAGAAGTCGGAAAAAAATAC 420 

B1c                                    ------------------------------------------------------------ 0 

F2                                     ------------------------------------------------------------ 0 

F3                                     ---------------------------------CAAGCCGTCGAACTTGGTAA------- 20 

LIC_13162:interrogans                  CAAACCTATGAACAAACTCTAACGATCGCAAAACAAGCCGTCGAACTTGGTAAAAAATAC 420 

                                                                                                    

 

B3                                     ------------------------------------------------------------ 15 

F1c                                    ------------------------------------------------------------ 0 

LF                                     ------------------------------------------------------------ 0 

B2                                     ------------------------------------------------------------ 0 

LEP1GSC103_RS07370:borgpetersenii      AATATCTTAGATAGAATCATCTTTCGCGGCGGGGCTTTTAAACCTCGTACTCGTCCGACC 480 

LEP1GSC048_RS04995:santarosai          GGTATTTTAGATAGAATCATTTTTCGCGGGGGAGCTTTCAAACCTCGTACTCGTCCGACC 480 

LEP1GSC052_3910:tmetyi                 AACATCTTAGATAGAATCATCTTTCGCGGCGGGGCTTTTAAACCTCGTACTCGTCCGACC 480 

LEP1GSC086_RS01765:weilii              GATATCCTAGATAGAATCATCTTCCGCGGTGGAGCGTTCAAACCCCGCACGCGTCCCACC 480 
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LEP1GSC193_RS00610:alstonii            AATATTTTAGATCGAATTATCTTTCGAGGCGGGGCGTTCAAACCTCGCACTCGTCCTACC 480 

LEP1GSC062_RS02165:alexanderi          AATATCTTAGATAGAATCATCTTTCGAGGCGGAGCTTTTAAACCTCGCACTCGTCCTACC 480 

LEP1GSC049_4098:kirschneri             AACATTTTAGATAGAATCATCTTTCGAGGGGGAGCTTTCAAACCTCGTACTCGTCCGACC 480 

LEP1GSC059_RS02910:noguchii            AATATTTTAGATAGAATCATCTTTCGAGGTGGAGCTTTTAAACCTCGTACTCGCCCTACC 480 

B1c                                    ------------------------------------------------------------ 0 

F2                                     -----------TAGAATCATCTTTCGAGGTGGAG-------------------------- 23 

F3                                     ------------------------------------------------------------ 20 

LIC_13162:interrogans                  AATATCTTGGATAGAATCATCTTTCGAGGTGGAGCTTTCAAACCTCGTACTCGTCCAACC 480 

                                                                                                    

 

B3                                     ------------------------------------------------------------ 15 

F1c                                    ------------------------------------------------------------ 0 

LF                                     ------------------------------------------------------------ 0 

B2                                     ------------------------------------------------------------ 0 

LEP1GSC103_RS07370:borgpetersenii      GATTGGAGAGGTCTCGGTTGGGAAGGAATTGCGATGATGGATAAGGTTAAGGCCGAGACC 540 

LEP1GSC048_RS04995:santarosai          GACTGGAGAGGTCTCGGTTGGGAAGGGATCGCAATGATGGATAAGGTCAAGGCGGCAACC 540 

LEP1GSC052_3910:tmetyi                 GATTGGCGCGGCCTCGGTTGGGAAGGAATTGCGATGATGGATAAGGTTAAGGCCGAAACC 540 

LEP1GSC086_RS01765:weilii              GACTGGAGAGGTCTCGGTTGGGAAGGAATCGAAATGATGGATAAGGTCAAGGCAGAGACC 540 

LEP1GSC193_RS00610:alstonii            GACTGGAGAGGTTTAGGTTGGGAAGGGATTGCGATGATGGACAAGGTCAAAGCGGAAACC 540 

LEP1GSC062_RS02165:alexanderi          GACTGGAGAGGTCTTGGTTGGGAAGGAATTGCGATGATGGATAAGGTAAAAGCCGAGACC 540 

LEP1GSC049_4098:kirschneri             GATTGGAGAGGGCTCGGTTGGGAAGGAATCGAGATGATGGATAAGGTCAAGGCGGAAACC 540 

LEP1GSC059_RS02910:noguchii            GATTGGAGGGGGCTTGGTTGGGAAGGAATTGAGATGATGGACAAGGTTAAGGCGGAAACT 540 

B1c                                    --------------------------------------------GGTCAAAGCAGAAACT 16 

F2                                     ------------------------------------------------------------ 23 

F3                                     ------------------------------------------------------------ 20 

LIC_13162:interrogans                  GATTGGCGCGGTCTCGGTTGGGAAGGAATTGAGATGATGGATAAGGTCAAAGCAGAAACT 540 

                                                                                                    

 

B3                                     ------------------------------------------------------------ 15 

F1c                                    ------------GAGACCGC---------------------------------------- 8 

LF                                     -------------------C---------------------------------------- 1 

B2                                     ------------------------------------------------------------ 0 

LEP1GSC103_RS07370:borgpetersenii      GGTCTTCCTTATGTGACCGAAGTTATGGATCATACGATGGCGGAAGAAGTCGCCAAACAC 600 

LEP1GSC048_RS04995:santarosai          GGTCTTCCTTACGTGACCGAAGTGATGGATCATACCATGGCGGAAGAAGTCGCGAAACAT 600 

LEP1GSC052_3910:tmetyi                 GGTCTTCCTTACGTAACCGAAGTGATGGATCATACGATGGCGGAAGAAGTCGCAAAACAC 600 

LEP1GSC086_RS01765:weilii              GGACTTCCTTACGTGACCGAAGTGATGGATCATACGATGGCGGAAGAAGTCGCGAAACAC 600 

LEP1GSC193_RS00610:alstonii            GGACTTCCTTACGTGACCGAAGTGATGGATCATACGATGGCCGAGGAAGTCGCCAAACAC 600 

LEP1GSC062_RS02165:alexanderi          GGTCTTCCTTACGTGACCGAAGTTATGGATCATACGATGGCCGAAGAAGTCGCCAAACAC 600 

LEP1GSC049_4098:kirschneri             GGATTGCCTTATGTGACCGAAGTGATGGATCATACAATGGCGGAAGAAGTCGCTAAACAC 600 

LEP1GSC059_RS02910:noguchii            GGGCTTCCTTATGTGACCGAAGTGATGGATCATACGATGGCGGAAGAAGTCGCCAAACAC 600 

B1c                                    GGACTTCCT--------------------------------------------------- 25 

F2                                     ------------------------------------------------------------ 23 

F3                                     ------------------------------------------------------------ 20 

LIC_13162:interrogans                  GGACTTCCTTATGTGACCGAAGTGATGGATCATACGATGGCGGAAGAAGTTGCTAAACAC 600 

                                                                                                    

 

B3                                     ------------------------------------------------------------ 15 

F1c                                    -------------------------------------------------GCCAATCGGTT 19 

LF                                     -------------------------------------------------GCCAATCGGTT 12 

B2                                     ------------------------------------------------------------ 0 

LEP1GSC103_RS07370:borgpetersenii      GCCGATATGATTCAGATTGGAACTAGAAATGCTCAGGACTTCGAACTTCTCGAAGCGGTG 660 

LEP1GSC048_RS04995:santarosai          GCGGACATGATTCAGATCGGAACCAGAAACGCGCAAGACTTTGAACTTCTGGAAGCGGTG 660 

LEP1GSC052_3910:tmetyi                 GCAGATATGATTCAGATCGGAACCAGAAACGCACAGGATTTCGAACTTCTCGAAGCTGTG 660 
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LEP1GSC086_RS01765:weilii              GCGGACATGATTCAGATCGGAACGAGAAACGCGCAGGACTTCGAACTTCTCGAAGCGGTG 660 

LEP1GSC193_RS00610:alstonii            GCCGACATGATTCAGATCGGAACGAGAAACGCGCAGGACTTTGAACTTCTGGAAGCGGTG 660 

LEP1GSC062_RS02165:alexanderi          GCCGACATGATTCAGATCGGAACCAGAAACGCTCAGGACTTTGAACTTCTCGAAGCGGTG 660 

LEP1GSC049_4098:kirschneri             GCGGATATGATTCAGATCGGAACTAGAAACGCTCAAGACTTTGAACTTTTAGAAGCCGTG 660 

LEP1GSC059_RS02910:noguchii            GCGGATATGATTCAGATCGGAACTAGAAACGCGCAGGATTTTGAACTTCTCGAAGCTGTG 660 

B1c                                    ------------------------------------------------------------ 25 

F2                                     ------------------------------------------------------------ 23 

F3                                     ------------------------------------------------------------ 20 

LIC_13162:interrogans                  GCAGATATGATTCAGATCGGAACTAGAAACGCTCAAGATTTTGAACTTTTAGAAGCGGTG 660 

                                                                                                    

 

 

>F3  

5’ CAAGCCGTCGAACTTGGTAA 3’  

>B3 

5’ TGAATCATATCTGCGTGTTTAGCA 3’          3’ TGCTAAACACGCCGATATGATTCA  5’  

>F2 

5’ TAGAATCATCTTTCGAGGTGGAG 3’    

>B2 

5’ ACTTCTTCCGCCATCGTATG 3’                     3’CATACGATGGCGGAAGAAGT 5’ 

>F1c 

5’ GAGACCGCGCCAATCGGTTG 3’                  3’CAACCGATTGGCGCGGTCTC 5’ 

>B1c  

5’ GGTCAAAGCAGAAACTGGACTTCCT   3’ 
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Anexo B – Alinhamento de sequências de leptospiras patogênicas e primers do LAMP (LIC20239 – conjunto 1)  

Legendas: 

 
AMARELO – nucleotídeos alinhados 
VERMELHO – mismatches 
AZUL ESCURO – sequência do primer 
AZUL CLARO – nucleotídeo para adicionar ao primer 
ROSA – sequência utilizada no alinhamento 

 
                                                                                                    

 

B2                                       ------------------------------------------------------------ 0 

B3                                       ------------------------------------------------------------ 0 

LIC_20239:interrogans                    AACAACCACGAATTAGTTGAGGACATCATGTTAAAGTCCGTTGACCTGTCAGGTGCCACG 120 

F2                                       -----------------------------------------------------------G 1 

LEP1GSC052_RS00120:tmetyi                AACAACCACGAATTAGTTGAGGACATTATGTTAAAGTCCGTTGACCTGTCAGGTGCCACG 120 

LEP1GSC086_RS18280:weilii                AACAACCACGAATTAGTTGAGGACATCATGTTAAAGTCCGTTGACCTGTCAGGTGCCACG 111 

LEP1GSC059_RS09445:noguchii              AACAACCACGAATTAGTTGAGGACATTATGTTAAAGTCCGTTGACCTGTCAGGTGCCACG 120 

LEP1GSC062_RS03380:alexanderi            AACAACCACGAATTAGTTGAGGACATCATGTTAAAGTCCGTTGACCTGTCAGGTGCCACG 120 

LEP1GSC048_RS0218825:santarosai          AACAACCACGAATTAGTTGAGGACATCATGTTAAAGTCCGTTGACCTATCAGGTGCCACG 120 

LEP1GSC193_RS18200:alstonii              AACAACCACGAATTAGTTGAGGACATCATGTTAAAGTCCGTTGACCTGTCAGGCGCTACG 120 

LEP1GSC103_RS0217500:borgpetersenii      AACAACCACGAATTAGTTGAGGACATCATGTTAAAGTCCGTTGACCTGTCAGGTGCCACG 120 

B1c                                      ------------------------------------------------------------ 0 

F1c                                      ------------------------------------------------------------ 0 

F3                                       ---------------------------------------GTTGACCTGTCAGGTGCC--- 18 

LEP1GSC049_3146:kirschneri               AACAACCACGAATTAGTTGAGGACATCATGTTAAAGTCCGTTGACCTGTCAGGTGCCACG 111 

                                                                                                      

 

B2                                       ------------------------------------------------------------ 0 

B3                                       ------------------------------------------------------------ 0 

LIC_20239:interrogans                    ACGATTAAGTCGGTTTTTCATAGGTTCAGTCCGTATGGAGTGAGCGGCGTGGTTGTTGTT 180 

F2                                       ACGATTAAGTCGGTTTTTCATAGG------------------------------------ 25 

LEP1GSC052_RS00120:tmetyi                ACGATTAAGTCGGTTTTTCATAGGTTCAGTCCGTATGGAGTGAGCGGCGTGGTTGTTGTT 180 

LEP1GSC086_RS18280:weilii                ACGATTAAGTCGGTTTTTCATAGATTCAGTCCGTATGGAGTGAGCGGTGTGGTTGTTGTT 171 

LEP1GSC059_RS09445:noguchii              ACGATTAAGTCGGTTTTTCATAGGTTCAGTCCGTATGGAGTGAGCGGCGTGGTTGTTGTT 180 

LEP1GSC062_RS03380:alexanderi            ACGATTAAGTCGGTTTTTCATAGGTTCAGTCCGTATGGAGTGAGCGGCGTGGTTGTTGTT 180 

LEP1GSC048_RS0218825:santarosai          ACGATTAAGTCGGTTTTTCATAGATTCAATCCGTATGGAGTGAGCGGCGTGGTTGTTGTT 180 

LEP1GSC193_RS18200:alstonii              ACGATTAAGTCGATTTTTCATAGGTTCAGTCCCTATGGAGTGAGCGGCGTGGTTGTTGTG 180 

LEP1GSC103_RS0217500:borgpetersenii      ACGATTAAGTCGGTTTTTCATAGATTCAGTCCGTATGGAGTGAGCGGCGTGGTTGTTGTT 180 
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B1c                                      ------------------------------------------------------------ 0 

F1c                                      ---------------------------------------GTGAGCGGCGTGGTTGTTGT- 20 

F3                                       ------------------------------------------------------------ 18 

LEP1GSC049_3146:kirschneri               ACGATTAAGTCGGTTTTTCATAGATTCAGTCCGTATGGAGTGAGCGGCGTGGTTGTTGTT 171 

                                                                                                      

 

B2                                       --------------------------------------------------GCTGGACGTA 10 

B3                                       ------------------------------------------------------------ 0 

LIC_20239:interrogans                    AGTGAATCCCATTTTGCGATTCATACCTGGCCCGAATACGGTTATTGTGCCGTGGACGTA 240 

F2                                       ------------------------------------------------------------ 25 

LEP1GSC052_RS00120:tmetyi                AGTGAGTCCCATTTTGCGATTCATACCTGGCCCGAATACGGCTACTGTGCCGTTGACGTG 240 

LEP1GSC086_RS18280:weilii                AGCGAGTCCCATTTTGCGATTCATACCTGGCCCGAATACGGCTATTGTGCCGTGGACGTA 231 

LEP1GSC059_RS09445:noguchii              AGTGAATCCCATTTTGCGATTCATACCTGGCCCGAATACGGTTATTGTGCCGTGGACGTA 240 

LEP1GSC062_RS03380:alexanderi            AGTGAGTCCCATTTTGCGATTCATACCTGGCCCGAATACGGCTATTGTGCCGTGGACGTA 240 

LEP1GSC048_RS0218825:santarosai          AGTGAGTCCCATTTTGCGATTCATACCTGGCCCGAATACGGCTATTGTGCCGTGGACGTA 240 

LEP1GSC193_RS18200:alstonii              AGTGAATCCCATTTTGCGATTCATACTTGGCCCGAATACGGCTACTGTGCCGTAGACGTG 240 

LEP1GSC103_RS0217500:borgpetersenii      AGTGAATCCCATTTTGCGATTCATACCTGGCCCGAATACGGTTATTGTGCCGTGGACGTA 240 

B1c                                      ------TCCCATTTTGCGATTCATACCTGGC----------------------------- 25 

F1c                                      ------------------------------------------------------------ 20 

F3                                       ------------------------------------------------------------ 18 

LEP1GSC049_3146:kirschneri               AGTGAATCCCATTTTGCGATTCATACCTGGCCCGAATACGGTTATTGTGCCGTGGACGTA 231 

                                                                                                      

 

B2                                       TTTACCTGTGG------------------------------------------------- 21 

B3                                       ------------GATCTCATTGATAATCAGGCTGC------------------------- 23 

LIC_20239:interrogans                    TTTACCTGTGGGGATCTCATTGATAATCAGGCTGCCCTGGATTATCTAAAAGAGAAATTT 300 

F2                                       ------------------------------------------------------------ 25 

LEP1GSC052_RS00120:tmetyi                TTTACCTGTGGGGATCTCATCGATAACCAGGCAGCCCTGGACTATCTGAAAGAGAAATTC 300 

LEP1GSC086_RS18280:weilii                TTTACCTGTGGAGATCTCATCGATAATCAGGCAGCCCTGGATTATCTGAAAGAGAAACTC 291 

LEP1GSC059_RS09445:noguchii              TTTACCTGTGGGGATCTCATTGATAACCAGGCGGCTCTGGATTATCTAAAAGAGAAATTT 300 

LEP1GSC062_RS03380:alexanderi            TTTACCTGTGGAGATCTCATCGATAATCAGGCAGCCCTGGATTATCTGAAAGAGAAACTC 300 

LEP1GSC048_RS0218825:santarosai          TTTACCTGTGGAGATCTCATTGATAACCAGGCGGCCCTGGATTATCTGAAAGAGAAATTC 300 

LEP1GSC193_RS18200:alstonii              TTTACCTGTGGGGATCTCATTGATAACCAGGCAGCCCTGGATTATCTGAAAGAGAAATTT 300 

LEP1GSC103_RS0217500:borgpetersenii      TTTACCTGTGGGGATCTCATCGATAACCAGGCAGCCCTGGATTATCTAAAAGAGAAATTT 300 

B1c                                      ------------------------------------------------------------ 25 

F1c                                      ------------------------------------------------------------ 20 

F3                                       ------------------------------------------------------------ 18 

LEP1GSC049_3146:kirschneri               TTTACCTGTGGGGATCTTATTGATAATCAGGCAGCCCTGGATTATCTAAAAGAGAAATTT 291 
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>F3 

5’ GTTGACCTGTCAGGTGCC 3’    

>B3 

5’ GCAGCCTGATTATCAATGAGATC 3’ 3’ GATCTCATTGATAATCAGGCTGC  5’   

>F2 

5’ GACGATTAAGTCGGTTTTTCATAGG 3’     

>F1c 

5’ ACAACAACCACGCCGCTCAC 3’  3’ GTGAGCGGCGTGGTTGTTGT 5’   

>B2 

5’ CCACAGGTAAATACGTCCACG 3’  3’ GCTGGACGTATTTACCTGTGG 5’    

>B1c 

5’ TCCCATTTTGCGATTCATACCTGGC 3’ 

 


