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1. INTRODUÇÃO 

 
A leptospirose é uma doença de importância global para a saúde, causada 

por Leptospira spp., principalmente a espécie Leptospira interrogans (ALDER; 
MOCTEZUMA, 2010; JANCLOES, 2014; HAGEDOORN et al., 2024). Esta é 
altamente endêmica em regiões úmidas e subtropicais, como o Brasil, com diversos 
animais identificados como fontes de infecção humana. Em animais, a leptospirose 
é clinicamente caracterizada por múltiplas lesões orgânicas e abortos, sendo, 
portanto, uma fonte significativa de perdas econômicas.  

A detecção e a caracterização de Leptospira a partir de amostras clínicas, 
através de técnicas moleculares, é crítica para a epidemiologia da leptospirose, o 
desenvolvimento de vacinas, a prevenção e o tratamentos direcionados (AHMED 
et al., 2011). Também facilita a descoberta de novas espécies e sorovares.  

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

Além disso, muitas dessas técnicas são caras, demoradas e inadequadas 
para diferenciar entre espécies patogênicas e intermediárias. A pesquisa contínua 
por métodos de tipagem acessíveis levou ao desenvolvimento de técnicas 
moleculares independentes de cultura, como a análise de high resolution melt 
(HRM), que oferece dados digitais comparáveis entre países (HARTSKEERL; 
SMYTHE, 2015).  

O HRM utiliza químicas acessíveis como o EvaGreen®, realizado em 
instrumentos de PCR em tempo real sem a necessidade de sondas, tornando-o 
relativamente barato e fácil de implementar. O princípio básico é a geração de perfis 
de curva de fusão, resultantes de variações de sequência em DNA de fita dupla. 
Este método é mais rápido, realizado em menos de 2 horas, com redução 
significativa do risco de contaminação e alta especificidade em comparação a 
outros métodos. O potencial da análise HRM para detectar e diferenciar duas 
espécies de Babesia (Babesia bovis e B. bigemina) foi avaliado por GIGLIOTI et al. 
(2021). Além disso, PELÁEZ-SÁNCHEZ et al. (2017) diferenciaram com sucesso 
11 espécies de Leptospira com base nas temperaturas de fusão (Tm) e perfis de 
curva em um ensaio de PCR-HRM. No entanto, o estudo relatou limitações em sua 
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capacidade de distinguir entre algumas espécies e recomendou a inclusão de 
marcadores genéticos adicionais.  

Também há necessidade de validar os ensaios HRM para o diagnóstico de 
Leptospira usando amostras clínicas. Para avançar no conhecimento existente, 
este estudo pretende direcionar três regiões do DNA de Leptospirajá definidas para 
amplificação e caracterização de sorovares diretamente de amostras clínicas, 
utilizando uma análise multiplex qPCR-HRM. Este estudo também pretende 
conduzir estudos de validação abrangentes, essenciais para avaliar as 
características de desempenho (sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade) 
dos ensaios HRM, que faltaram em estudos anteriores (TULSANI et al., 2010; 
NAZE et al., 2015; HARRISON; HANSON, 2017; ESTEVES et al., 2018). Nenhum 
desses relatórios sobre análise HRM conseguiu validar ou compará-la com o 
sequenciamento. O objetivo deste estudo será, portanto, desenvolver e validar um 
ensaio molecular de diagnóstico de leptospirose simples, rápido e de baixo custo, 
baseado em multiplex-qPCR-HRM. 
 

2. METODOLOGIA 
 

Para atingir o objetivo estabelecido, as sequências gênicas publicadas para 
rRNA 16S, lipL32 e secY foram baixadas do GenBank e utilizadas para a análise. 
Três regiões-alvo no RNA 16S foram selecionadas. Após a classificação, grupos 
de sequências foram obtidos e inspecionados visualmente para selecionar as 
regiões-alvo por alinhamentos múltiplos com o algoritmo Clustal W, incluído no 
programa BioEdit versão 7.2.5 (HALL, 1999).  

Os cinco conjuntos de primers foram projetados com base nos seguintes 
objetivos: (i) distinção precisa entre espécies infecciosas e não infecciosas de 
Leptospira; (ii) detecção específica e diferencial de espécies patogênicas de 
Leptospira; (iii) e detecção diferencial de Leptospira a nível de subespécies. Os 
primers foram projetados nas regiões conservadas utilizando a ferramenta online 
Primer 3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) para produzir amplicons de PCR de 
diferentes tamanhos e diferentes conteúdos de GC, para permitir separação 
suficiente entre as regiões de fusão dos patógenos-alvo em consideração. A 
especificidade de cada sequência de primer foi verificada utilizando a ferramenta 
Basic Local Alignment Search Tool (NCBI/Primer-BLAST).  

Para evitar reações de amplificação ineficientes, como a formação de 
dímeros de primer, todos os primers também foram verificados quanto às suas 
propriedades termodinâmicas, estruturas secundárias e interações primer-primer 
usando os programas Oligo-Explorer v1.2 e Oligo-Analyzer v1.1.2 (Gene LinkTM, 
Estados Unidos). Finalmente, os conjuntos de primers mais promissores, com 
potencial de detectar espécies infecciosas de Leptospira e discriminar entre as 
diferentes espécies do grupo patogênico de Leptospira, foram selecionados. 
 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
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Fig 2: Ilustração dos resultados de alinhamento de sequências múltiplas para o 
gene rRNA 16S. As barras azuis mostram as regiões conservadas, enquanto as 

barras amarelas representam a região variável 
 

 
4. CONCLUSÕES 

 
Os primers desenvolvidos demonstraram o potencial de amplificar os 

genes-alvo e diferenciar entre várias espécies patogênicas de Leptospira. Esses 
primers serão submetidos para aprovação de patente. 
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