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RESUMO 

 

Wolbachia pipientis é uma bactéria intracelular que infecta cerca de 40% dos 
artrópodes e alguns nematódeos, causando alterações reprodutivas em seus 
hospedeiros. Recentemente, duas cepas de Wolbachia (wMelPop e wMel) 
foram inseridas individualmente em Aedes aegypti (não infectado naturalmente) 
e os mosquitos adultos contendo a Wolbachia foram menos suscetíveis a 
diferentes arboviroses (Dengue e Chikungunya) bem como ao Plasmodium sp. 
Atualmente, mosquitos A. aegypti contendo Wolbachia (wMel) estão sendo 
liberados a campo em diversos países, pelo Programa Eliminate Dengue, como 
possível agente de controle biológico de Dengue. Durante o processo de 
invasão de mosquitos contendo Wolbachia no campo, há a necessidade de 
realização de coletas e screening semanal de grandes quantidades de 
mosquitos para detecção de Wolbachia, via PCR quantitativo, técnica ainda 
bastante onerosa. Diante disto, é imprescindível o desenvolvimento de um 
método rápido, específico e de baixo custo para detecção de mosquitos 
infectados com a bactéria, para levantamento e monitoramento da 
disseminação da Wolbachia em campo. No presente trabalho, desenvolvemos 
com sucesso um método rápido de detecção através do LAMP (Amplificação 
isotérmica mediada por loop) que utiliza 3 pares de primers que se ligam em 8 
regiões distintas do DNA alvo, o que torna a reação bastante específica. Em 
nosso caso, desenhamos iniciadores baseando-se na sequência alvo do gene 
16S rRNA da bactéria. Para padronização, foram utilizados mosquitos da 
colônia do Insetário do Laboratório de Malária do CPqRR, infectados e não 
infectados por Wolbachia, além de insetos de campo (mosquitos e insetos de 
diferentes ordens) doados por colaboradores. O tempo de incubação 
estabelecido para a amplificação foi de 90 minutos à 63oC, sendo possível a 
realização da reação tanto em termociclador, como em banho seco. Para 
análise da sensibilidade, foi feita a diluição seriada de plasmídeo contendo a 
sequência alvo de 109 à 100 cópias, sendo possível a amplificação utilizando 
apenas 1 cópia do DNA. Para verificar a especificidade, foram utilizadas 
amostras de diferentes espécies de bactérias e em nenhuma delas ocorreu a 
amplificação, confirmando que o LAMP é bastante específico. Uma maneira de 
reduzir os custos foi através da redução da concentração da enzima Bst DNA 
polimerase por reação e, com apenas 1 unidade, a amplificação ocorreu de 
maneira eficiente. Para visualização dos resultados, foram utilizados dois 
corantes, o azul de hidroxinaftol (HNB) e SYBR Green I. Em ambos foi possível 
diferenciar as amostras positivas das negativas sem a necessidade de géis de 
agarose, sendo que, com o HNB, não há manipulação de produto amplificado 
pois é adicionado antes da reação, o que evita possíveis contaminações, e 
também é possível observar a diferença de cores a olho nu, sem o uso de luz 
UV. Comparando os custos, em reais, para realização da técnica de PCR e 
LAMP, esta apresentou um custo de 53,92% menor em relação ao PCR, o que 
confirma ser uma técnica de baixo custo, já que não requer equipamentos 
sofisticados e nem eletroforese em gel de agarose para análise dos resultados. 
Desenvolvemos, neste trabalho, uma técnica para detecção de Wolbachia 
bastante especifica, rápida, sensível e de baixo custo a qual possibilita seu uso 
em larga escala para monitoramento de diversas espécies de insetos 
infectadas no campo. 
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ABSTRACT 

 

Wolbachia pipientis is an intracellular bacterium that infects about 40% of 
arthropods and some nematodes, causing reproductive alterations in their 
hosts. Recently, two strains of Wolbachia (wMelPop and wMel) were 
individually introduced into Aedes aegypti (naturally uninfected) and the adult 
mosquitoes containing Wolbachia were less susceptible to different arboviruses 
(Dengue and Chikungunya) and Plasmodium sp. Currently, A. aegypti 
mosquitoes containing Wolbachia (wMel) are being released in the field in many 
countries, through the Eliminate Dengue Program, as a possible biological 
control agent for Dengue. During the invasion of mosquitoes containing 
Wolbachia in the field there is the need to weekly screen large numbers of 
mosquitoes to detect Wolbachia via quantitative PCR, a technique still quite 
costly. Due to this fact, it is essential to develop a rapid, specific and 
inexpensive method to detect mosquitoes infected with this bacterium, to survey 
and monitor the spread of Wolbachia in the field. In the present study we 
successfully developed a rapid detection method through LAMP (loop-mediated 
isothermal amplification) using 3 pairs of primers that bind to 8 distinct regions 
of the target DNA, increasing the specificity of the reaction. In our case, we 
designed primers based on the sequence of the Wolbachia 16S rRNA gene. 
During the optimization process we used colony mosquitoes reared at the 
Insectary of the Malaria Laboratory (CPqRR), either infected or uninfected with 
Wolbachia. We also used field insect samples (mosquitoes and insects 
belonging to different orders). The incubation time allowing amplification was 
set to 90 minutes at 63oC, being possible to perform the reaction either in a 
thermocycler or on a heat block. For sensitivity analysis, we performed serial 
dilutions of plasmid DNA (109 to 100 copies) containing the target sequence and 
the amplification was still possible by using only one copy of the plasmid DNA. 
To verify the specificity, samples of different bacterial species were used and in 
none of them the amplification occurred, confirming that the LAMP is very 
specific. To reduce the reaction cost we were able to reduce the amount of the 
Bst DNA polymerase down to 1 unit and we can see clearly a great 
amplification. To visualize the results, two dyes were used, the Hydroxy Naphtol 
Blue (HNB) and SYBR Green I. In both cases it was possible to differentiate 
positive from negative samples without the need to run agarose gels. An 
advantage of using the HNB is that there is no need to manipulate amplified 
products as this dye is added before the reaction, avoiding possible 
contamination, and it is also possible to see the difference in color by naked eye 
without the need of UV light. When comparing the costs, in Brazilian Reais, to 
perform PCR or LAMP, the latter had a cost 53.92% lower than the PCR, and it 
does not require sophisticated equipment or electrophoresis agarose gel to 
analyze the results. In the present study, we develop a technique for Wolbachia 
detection which is very specific, rapid, sensitive and with low cost enabling its 
use in large-scale monitoring of Wolbachia infection status of several insect 
species. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.2 A bactéria Wolbachia e seus efeitos no hospedeiro 

 

 

A bactéria do gênero Wolbachia é uma α-proteobactéria gram-negativa 

intracelular obrigatória do grupo das Rickettsia, encontrada pela primeira vez 

nas gônadas de Culex pipiens por Hertig e Wolbach em 1924 (Hertig & 

Wolbach, 1924) e, em 1936, foi nomeada como Wolbachia pipientis (Hertig, 

1936). Wolbachia possui cerca de 0,5-1,3µm, está presente principalmente no 

citoplasma de células dos órgãos reprodutivos (Hertig, 1936) e, em 1974, foi 

sugerido que esta bactéria possui uma relação endossimbionte com o 

hospedeiro (Irving-Bell, 1974).  

A partir de sequências gênicas da bactéria, incluindo a sequência do 

gene rRNA 16S, a espécie Wolbachia pipientis foi subdividida em 8 diferentes 

supergrupos nomeados de A a H (Casiraghi et al., 2005; Lo et al., 2002). Os 

supergrupos A e B são encontrados especificamente em artrópodes, C e D em 

espécies de nematódeos, E ocorre em artrópodes da subclasse Collembola, F 

encontrado em artrópodes e nematódeos, G foi removido por não ter dados 

conclusivos e H em artrópodes da ordem Isoptera (Lo et al., 2002; Casiraghi et 

al., 2005; Baldo & Werren, 2007; Werren et al., 2008). 

A distribuição de Wolbachia é estimada em cerca de 40% dos 

artrópodes no mundo e ela é capaz de invadir uma população de insetos 

rapidamente (Zug & Hammerstein, 2012). A presença desta bactéria 

intracelular obrigatória é observada em uma grande quantidade de 

invertebrados na natureza, como insetos, ácaros e isópatas (Stouthamer et al., 

1999; McGraw & O’Neill, 2004), além de aracnídeos (Breeuwer & Jacobs, 

1996) e nematódeos (Bandi et al., 1998). Sabe-se que Wolbachia infecta várias 

espécies de nematódeos desde meados da década de 1970, sendo apontada 

como uma característica no processo evolutivo dos filarídeos (Bandi et al., 

2001).  
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Dentre as espécies de dípteros, foi observada a infecção natural por 

Wolbachia em espécies do gênero Culex, como C. pipientis e C. 

quinquefasciatus (Hertig & Wolbach, 1924; Glaser & Meola, 2010), Aedes 

albopictus e Aedes fluviatilis, (Moreira et al., 2009; Zouache et al., 2009) e, 

recentemente, foi detectada a presença de uma nova cepa em mosquitos 

Anopheles gambiae, sendo que espécies deste gênero nunca foram 

encontradas antes infectadas por Wolbachia (Baldini et al., 2014).  

Há diversas cepas diferentes de Wolbachia encontradas naturalmente 

em diferentes espécies de hospedeiros, como a cepa wRi que é encontrada 

naturalmente em Drosophila simulans (Hoffmann & Turelli, 1988), wMelCS em 

Drosophila melanogaster, e as cepas wAlbA e wAlbB, ambas presentes no A. 

albopictus (Zouache et al., 2009). 

O que justifica a presença da bactéria em algumas espécies e em outras 

não é o fato de que, por ser obrigatoriamente intracelular, Wolbachia pode não 

sobreviver em determinadas células de tais hospedeiros. Por outro lado, há 

casos também de transmissão horizontal entre as espécies (Werren et al., 

2008). Foi observado que Wolbachia consegue se manter viável por até uma 

semana à temperatura ambiente, após sua purificação a partir de células do 

hospedeiro, além de determinadas cepas possuírem a capacidade de 

sobreviver por curto período fora das células, fatores os quais justificam esta 

transmissão horizontal (Rasgon et al., 2006). 

Esta bactéria é herdada por transmissão transovariana nos estágios 

iniciais da embriogênese ou oogênese, é capaz de manipular o sistema 

reprodutor do inseto hospedeiro e, assim, se espalhar rapidamente pela 

população através de um mecanismo chamado incompatibilidade 

citoplasmática (Werren et al., 1995; Zouache et al., 2009).  

O fenômeno chamado de incompatibilidade citoplasmática (IC) que a 

bactéria Wolbachia causa foi descrito primeiramente por Yen & Barr em 1971 

(figura 1). Durante o cruzamento, fêmeas infectadas pela Wolbachia geram 

ovos férteis quando copulam, tanto com machos infectados, quanto não 

infectados, transmitindo assim a infecção de Wolbachia aos seus descendentes 

(Yen & Barr, 1971). Já na IC, o cruzamento de fêmeas não infectadas com 

machos infectados, ou cruzamento entre indivíduos com cepas diferentes de 

Wolbachia, resultam em um bloqueio total ou parcial do número de ovos férteis 
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resultantes deste cruzamento, favorecendo assim a disseminação da bactéria 

na natureza (Yen & Barr, 1973). Este favorecimento de dispersão da bactéria 

se dá pelo fato de que, como a Wolbachia é transmitida maternalmente, e o 

efeito da IC não gera descendentes, o cruzamento com fêmeas infectadas se 

sobressai em relação ao cruzamento com mosquitos não infectados, gerando 

assim mais descendentes infectados no ambiente. O real mecanismo 

promovido pela IC ainda é desconhecido, mas sugere-se que a bactéria gera 

uma modificação no espermatozóide do hospedeiro, impedindo a 

embriogênese ao cruzar com fêmeas não infectadas e, desta forma, promove a 

sua propagação no ambiente (McGraw & O’Neill, 2004). 

 

 
Figura 1 – Desenho esquemático do efeito da Incompatibilidade Citoplasmática 
(IC). Ao ocorrer o cruzamento entre macho infectado e fêmea não infectada, a 
IC causa um bloqueio parcial ou total na progênie. 
 
 
 
Outras formas de manipulação que a Wolbachia causa no hospedeiro 

para que ocorra a transmissão vertical e sua disseminação é através da 

partenogênese, feminização ou morte dos machos, aumentando, desta forma, 

o numero de fêmeas infectadas no ambiente (Cook et al., 2008; Teixeira et al., 
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2008; Iturbe-Ormaetxe et al., 2011). Cada um destes fenômenos são cepa-

específicos e ocorrem nos mais diversos hospedeiros que possuem tais cepas 

de Wolbachia (Salzberg et al., 2005; Werren et al., 2008).  

A partenogênese é um fenômeno pouco comum que ocorre em algumas 

ordens de insetos, especificamente naquelas espécies de hospedeiros as quais 

os machos conseguem se desenvolver através de ovos não fertilizados 

(haplóides) (Werren et al., 2008). As fêmeas parentais, infectadas por 

Wolbachia, geram descendentes fêmeas através do desenvolvimento de ovos 

diplóides não fertilizados, ao invés de ovos haplóides que gerariam os machos 

(Arakaki et al., 2001; Gottlieb et al., 2002). 

A feminização em machos foi descrita inicialmente em isópodes 

(Rousset et al., 1992) e tem sido apresentada em outros artrópodes das ordens 

Hemiptera, Isoptera e Lepidoptera (Werren et al., 2008). Foi observado que a 

Wolbachia invade a glândula androgênica e bloqueia a sua funcionalidade e, 

desta forma, os indivíduos geneticamente machos se desenvolvem como 

fêmeas (Vandekerckhove et al., 2003).  

Outro fenótipo que a bactéria causa é de morte dos machos durante o 

período de embriogênese e, assim, as fêmeas terão maiores quantidades de 

recursos para garantir a sobrevivência e desenvolvimento (Hurst et al., 1999; 

Duplouy et al., 2010; Werren et al., 2008). 

Nas espécies que não são naturalmente infectadas por Wolbachia, é 

possível que seja feita a sua introdução artificial, estabelecimento e 

disseminação por todo o corpo do novo hospedeiro. Para isto, são feitas 

microinjeções nos ovos ou na hemolinfa do hospedeiro para obtenção de uma 

transfecção experimental (Jin et al., 2009; Kambris et al., 2010; McMeniman et 

al., 2009). No caso de microinjeção de embriões, a transfecção pode se tornar 

estável, enquanto na hemolinfa é transiente. Após a introdução no hospedeiro, 

a bactéria é capaz de colonizar diversos tecidos como glândulas salivares, 

túbulos de Malpighi, intestino e músculos torácicos (Dobson et al., 1999; 

Zouache et al., 2009). 

Inicialmente, o objetivo para utilização da Wolbachia seria através da 

paratransgênese, metodologia a qual a bactéria atuaria como um vetor para 

expressar genes contra patógenos e, através de seus efeitos como a IC, se 

fixar na população de campo (Turelli & Hoffmann, 1999; Sinkins & O’Neill, 
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2000). Como não foi possível sua transformação genética para expressão de 

moléculas efetoras contra organismos causadores de doenças (Riehle & 

Jacobs-Lorena, 2005), através de transfecções foi observado que a bactéria 

consegue diminuir a capacidade vetorial de diversos artrópodes transmissores 

de diversas doenças (Moreira et al., 2009; Van den Hurk et al., 2012; Bian et 

al., 2013). 

 

 

1.2 Utilização da bactéria para bloqueio de doenças no campo 

 
 

As doenças transmitidas por vetores, como Malária, Dengue e Chagas, 

ocorrem em mais de 100 países e causam milhões de números de casos por 

ano em todo o mundo (McGraw & O’Neill, 2013). De acordo com dados da 

Organização Mundial de Saúde, a Malária causou, em 2012, cerca de 627.000 

mortes no mundo e a Dengue causa, anualmente, cerca de 50-100 milhões de 

infecções (WHO, 2014). 

Diversas medidas de controle são utilizadas para reduzir o elevado 

número de infecções e mortes destas doenças, sendo muitas delas voltadas 

para o combate do vetor, como uso de inseticidas e evitar reservatórios 

naturais do A. aegypti (McGraw & O’Neill, 2013). Outras metodologias, como a 

Técnica do Inseto Estéril (Knipling, 1955), mosquitos transgênicos (Lee et al., 

2013) e a liberação de machos carregando gene letal (ou RIDL, do inglês 

Release of Insects carrying Dominant Lethal gene) (Oliveira et al., 2011) têm 

sido utilizadas, por exemplo, para o controle da Dengue. 

Diante de algumas limitações encontradas nestas diferentes estratégias 

para o controle de doenças transmitidas por vetores, como a necessidade de 

uma constante liberação de insetos modificados, cientistas descobriram que a 

infecção por Wolbachia em mosquitos Aedes aegypti (naturalmente não 

infectado pela bactéria) reduz sua capacidade vetorial em transmitir doenças 

como Dengue, Chikungunya e Febre Amarela (Moreira et al., 2009; Van den 

Hurk et al., 2012), podendo esta ser uma ferramenta adicional para o controle 

de doenças no mundo. 
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Após a descoberta deste efeito de bloqueio conferido pela Wolbachia à 

transmissão de patógenos por vetores, como no caso do vírus da Dengue, 

cogitou-se que a Wolbachia poderia então ser utilizada em campo com o 

propósito de diminuir a transmissão de patógenos sem que ocorresse a 

eliminação da população de mosquitos no meio ambiente (Moreira et al., 2009). 

O mecanismo utilizado para a bactéria interferir do desenvolvimento de 

patógenos dentro dos vetores ainda não está muito bem estabelecido. Algumas 

hipóteses indicam que a Wolbachia induz a produção de peptídeos 

antimicrobianos, a ativação da resposta imune inata e um aumento do nível de 

expressão de genes ligados à resposta imune e ROS (espécies reativas de 

oxigênio) (Moreira et al., 2009; Kambris et al., 2010; Pan et al., 2012), incluindo 

o aumento da melanização da hemolinfa para encapsulação de patógenos 

(Thomas et al., 2011). 

As variadas cepas da bactéria apresentam efeitos diversos, dependendo 

de qual hospedeiro estão habitando. Foi observado que a cepa wMelPop altera 

a transcrição de um número muito maior de genes do mosquito A. aegypti em 

relação à cepa wMel, além de afetar diversas funções moleculares e biológicas 

do vetor (Rancès et al., 2012). Desta forma, os níveis de bloqueio induzidos 

pela bactéria dependem de qual cepa está sendo utilizada e se o hospedeiro é 

susceptível à infecção, para que a cepa escolhida o colonize (van den Hurk et 

al., 2012). 

A cepa de Wolbachia denominada wMelPop, foi introduzida no A. 

aegypti, que não é naturalmente infectado pela bactéria, após milhares de 

microinjeções em embriões de mosquitos e foi observado que ela invade 

diversos tecidos, causa diminuição da longevidade, tem uma forte IC e afeta o 

fitness do mosquito (McMeniman et al., 2009; Yeap et al., 2011). A bactéria foi 

capaz de reduzir a capacidade do mosquito, com idade mais avançada, de 

inocular a probóscide no hospedeiro para realização do repasto sanguíneo, 

diminuindo as chances de transmissão de Dengue (Moreira et al., 2009; Turley 

et al., 2009). Mais tarde, com a descoberta que a bactéria pode bloquear a 

infecção por patógenos nos mosquitos, a diminuição da longevidade não foi 

mais tão importante, dando lugar para o mecanismo de bloqueio (Iturbe-

Ormaetxe et al., 2011). 
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Dentro desse contexto, foi desenvolvida uma iniciativa global para 

diminuir ou até mesmo erradicar a transmissão de Dengue, o Eliminate Dengue 

Program, através da liberação de mosquitos A. aegypti infectados por 

Wolbachia (www.eliminatedengue.org). O programa, que envolve liberações de 

mosquitos infectados com Wolbachia em campo, vem ocorrendo na Austrália, 

Indonésia, Vietnã, China, Colômbia e vem, desde 2012, sendo desenvolvido no 

Brasil em parceria com a Fundação Oswaldo Cruz (projeto Eliminar a Dengue – 

Desafio Brasil) (Maciel-de-Freitas et al., 2012). O processo de invasão da 

Wolbachia no ambiente pode levar de 10-20 semanas de liberações semanais 

de mosquitos infectados, sendo necessário o monitoramento semanal para 

verificar o aumento da frequência de mosquitos positivos para a bactéria no 

campo. Ao atingir pelo menos 70% da população, a Wolbachia tende a se 

estabelecer no ambiente sem que haja a necessidade de outras liberações, 

sendo possível visualizar o grande poder de disseminação da bactéria, através 

de mecanismos naturais, nas populações de campo (Hoffmann et al., 2011). 

 

 

1.3 Métodos de detecção de Wolbachia 

 

 

Para detecção de Wolbachia nos mais diversos hospedeiros artrópodes, 

as técnicas mais comumente utilizadas baseiam-se tanto no método 

convencional de PCR (reação em cadeia polimerase), bem como no PCR 

quantitativo (Real Time qPCR). Em ambas as técnicas, utiliza-se como alvo o 

gene que codifica a proteína de superfície da bactéria, o gene WSP (Moreira et 

al., 2009), além do gene ribossomal 16S rRNA (Simoes, et al., 2011) e o gene 

de divisão celular ftsZ (Werren et al., 1995). O nosso grupo utilizou estas 

técnicas para detecção de Wolbachia em diferentes insetos de campo 

(manuscrito em revisão), mas são técnicas caras e que requerem 

equipamentos sofisticados para sua execução.  

Para que seja feita a tipagem de Wolbachia, foi desenvolvida a técnica 

de MLST (Multilocus sequence typing), a qual utiliza cinco genes housekeeping 

(gatB, coxA, hcpA, ftsZ e fbpA) distribuídos ao longo do genoma da bactéria. 

Através desta técnica, é possível detectar marcadores cepa-específicos, o que 
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permite estudos de evolução, genética e diversidade da bactéria (Baldo et al., 

2006). A base de dados da Wolbachia contendo os cinco genes housekeeping, 

além do gene WSP (Wolbachia surface protein) encontra-se disponível no site 

http://pubmlst.org/wolbachia/. 

 Desde a descoberta da PCR como método de diagnóstico para doenças 

(Saiki et al., 1992), a técnica vem sendo utilizada para detecção de diversos 

micro-organismos e vem sofrendo diversas modificações. Notomi e 

colaboradores, em 2000, desenvolveram um novo método de amplificação, em 

uma temperatura constante, o qual é possível obter uma quantidade de DNA 

amplificado em escala exponencial, sendo rápida, eficiente e altamente 

específica, denominada LAMP (Loop Mediated Isothermal Amplification) 

(Notomi et al., 2000). 

 Esta nova metodologia de amplificação utiliza a enzima Bst DNA 

polimerase, extraída de Bacillus stearothermophilus, com atividade de 

deslocamento de fita (strand displacement activity). Esta eficiente amplificação, 

em temperatura constante entre 60-65ºC, pode ser obtida entre 15 a 60 

minutos, sendo uma técnica mais rápida já que não há trocas de temperaturas, 

não há a necessidade de equipamentos sofisticados para execução e nem de 

eletroforese em gel de agarose para visualização dos resultados (Notomi et al., 

2000; Goto et al., 2009).  

 

 

1.4 A técnica de amplificação isotermal mediada por Loop – LAMP 

 

 

 Inicialmente, a técnica LAMP, criada por Notomi e colaboradores em 

2000, começou a ser utilizada após aparecimento dos vírus West Nile e 

SARS (Severe Acute Respiratory Syndrome ou síndrome respiratória aguda 

grave) e, atualmente, tem sido aplicada para diagnósticos de diversas 

doenças, como Dengue, Chikungunya, Rift Valley Fever, Hepatite A e em 

infecções por Plasmodium vivax (Parida et al., 2004, 2005, 2007, 2008; 

Peyrefitte et al., 2008; Thi et al., 2004; Yoneyama et al., 2007).  

 Esta metodologia, que utiliza a Bst DNA polimerase para amplificação, foi 

inicialmente descrita utilizando 2 pares de primers, sendo um par de primers 
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internos, usualmente chamados de FIP e BIP (foward inner primer e backward 

inner primer), e outro par de primers externos F3 e B3 (outter primers), os quais 

são desenhados a partir da sequência de DNA que se deseja amplificar (figura 

2), sendo específicos para seis regiões distintas desta sequência alvo (Notomi 

et al., 2000).  

 

 
Figura 2: Representação esquemática da localização dos quatro primers FIP, F3, BIP e B3 e 
as seis regiões da sequencia alvo correspondente (F1c, F2c, F3c, B1c, B2c e B3c). Fonte: 
Eiken Chemical Co. Ltd. 
 
 
 
 

  O princípio do LAMP se baseia em uma reação de deslocamento de 

fitas pela Bst DNA polimerase contendo uma etapa não cíclica e uma etapa 

cíclica: 

 

 

Etapa não cíclica 

 

 Esta etapa se inicia com a Bst DNA polimerase deslocando uma das fitas 

do DNA de dupla fita e liberando fitas simples, sem a necessidade de altas 

temperaturas para desnaturação. A partir deste deslocamento, ocorre a ligação 

dos primers na fita simples de DNA, iniciando-se pela extremidade 3’ da região 

F2 do FIP e síntese da fita na região F2c. Em seguida, o F3 se liga à região 

F3c e inicia a síntese de DNA novamente e ocorre o deslocamento da fita que 

foi formada anteriormente à partir da ligação do primer FIP e, nesta fita que foi 
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liberada, ocorre a formação do loop entre as regiões complementares F1c e F1. 

Nesta fita então ocorre a ligação do BIP e em seguida a síntese da nova fita 

que desfaz o loop formado pelo FIP, deixando-a linear. Ocorre a ligação do 

primer B3, ocorre o deslocamento da fita originada a partir de BIP e assim é 

formado um fragmento com loops em cada extremidade, o qual se assemelha a 

um haltere (figura 3), necessária para se iniciar a etapa cíclica da reação 

(Notomi et al., 2000; Ushikubo, 2004; Parida et al., 2008). 

 

 

 
 
Figura 3: Etapa não cíclica do LAMP: (1) ocorre a separação da dupla fita de DNA, pela ação 
da enzima Bst DNA polimerase, e ligação do FIP; (2) ocorre a síntese da fita à partir de FIP; (3) 
ocorre a ligação de F3; (4) síntese da fita à partir de F3 e deslocamento da fita formada 
anteriormente por FIP; (5) a fita deslocada sintetizada à partir de FIP; (6) ocorre ligação de BIP, 
a fita é sintetizada e, em seguida, liga-se B3; (7) formação da nova fita a partir de B3 e a 
estrutura de loop é linearizada; (8) separação da fita cujas as extremidades são os primers FIP 
e BIP que formam os loops para, posteriormente, iniciar a etapa cíclica. Fonte: Eiken Chemical 
Co. Ltd. 
 
 
 
 
Etapa cíclica 

 

 Esta etapa se inicia com a ação da enzima em uma das extremidades do 

haltere que serve de molde para síntese, já que F1 e F1c são complementares. 

Posteriormente, o primer interno FIP se liga à região F2c e inicia-se a síntese 

de uma nova fita. Em seguida, ocorre amplificação da outra extremidade do 
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haltere, onde B1 e B1c são complementares e também ocorre deslocamento 

da fita sintetizada anteriormente e liberação de duas estruturas: a) uma em 

formato de haltere, a qual ocorrerá a síntese a partir de uma extremidade que 

serve de molde para amplificação através das regiões complementares, em 

seguida a ligação de BIP com deslocamento da fita anterior e síntese de nova 

fita, sendo que este passo é denominado “amplificação cíclica” (cycling 

amplification step), a qual ocorre repetidamente alternando-se os primers e 

extremidades; e b) outra estrutura a qual será feita ligações dos primers 

alternativamente e deslocamento das fitas recém sintetizadas formando, assim, 

várias estruturas com tamanhos diferentes, todas contendo a sequência alvo. 

Nesta etapa, denominada “alongamento e reciclagem” (elongation and 

recycling step), é possível a obtenção de várias cópias do alvo (figura 4), com 

múltiplos loops em uma mesma fita, em escala de 109, em menos de 1 hora 

(Notomi et al., 2000; Ushikubo, 2004; Parida et al., 2008). 

 

 
Figura 4: Etapa cíclica do LAMP: (8) início a partir da estrutura em formato de haltere; (9) 
ocorre a síntese a partir de um dos loops e ligação do primer interno FIP que inicia a síntese de 
uma nova fita e deslocamento da fita anterior; (10) formação da estrutura que inicia o ciclo de 
elongação que ocorrerá ligação dos primers de maneira alternada originando estruturas de 
tamanhos variados, todos contendo a sequência alvo (11) formação de estruturas em formato 
de haltere que irá iniciar novamente as etapas (8) e (9) do ciclo de amplificação. Fonte: Eiken 
Chemical Co. Ltd. 
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 Esta grande quantidade de produto amplificado pode ocasionar 

contaminações cruzadas (Parida et al., 2008), bem como contaminação por 

amplicons através de aerossol (Tao et al., 2011), sendo necessária a 

manipulação e execução da técnica com cautela, para evitar resultados 

inválidos, além da adição de controle negativo em cada incubação, para 

detectar possíveis contaminações (Parida et al., 2008). 

 As etapas de preparação do mix, aplicação das amostras e manipulação 

dos tubos após a reação devem ser feitas em ambientes diferentes do 

laboratório, além de troca continua de luvas e utilização de materiais estéreis, 

como pipetas e ponteiras, são outras medidas importantes a serem seguidas 

para evitar contaminações, tanto nos reagentes, quanto nos resultados 

(Enomoto et al., 2005; Kong et al., 2012). 

 No processo de refinamento da técnica de LAMP, posteriormente foram 

criados mais um par de primers, denominados Loop primers (denominados LpF 

e LpB), os quais aceleram a reação, pois formam novos locais para início da 

amplificação de DNA, e garante maior especificidade à técnica (Nagamine et 

al., 2002; Ushikubo, 2004). As posições destes primers são entre as regiões de 

F1 e F2 no sentido de F1 para 2, ou B1 e B2, no sentido de B1 para B2 (figura 

5) (Parida et al., 2008). Foi observado uma redução de 33% à 50% do tempo 

de amplificação, em relação ao tempo das reações sem os Loop primers, 

podendo ter alta amplificação em apenas 30 minutos (Nagamine et al., 2002).  
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Figura 5: Posição e amplificação utilizando os primers LpF e LpB. Os primers estão localizados 
entre as regiões F1 e F2, ou B1 e B2, e é possível observar que a reação se iniciará em 4 
loops adicionais, aumentando assim o produto amplificado com maior especificidade. Fonte: 
Eiken Chemical Co. Ltd.  
 
 

 

 Para que se obtenha um conjunto de primers ideal e com boa 

sensibilidade e especificidade, alguns fatores são importantes, tais como (Eiken 

Chemical Co. Ltd.): 

 A distância entre a extremidade 5' das regiões F2 e B2 deve ser de 

120-180pb, e a distância entre F2 e F3, bem como B2 e B3, deve ser 

de 0-20pb; 

 A distância entre as regiões que formam os loops (extremidade 5' de 

F2 à 3' de F1 e a 5' de B2 à 3' de B1) deve ser de 40-60pb. 

 Os primers devem conter em torno de 50-60% de CG e 40-50% de AT; 

 Evitar que ocorra formação de estruturas secundárias, de forma que as 

extremidades 3’ não sejam ricas em AT e nem complementares a 

outros primers. 

 

 Além do uso do LAMP para amplificação de DNA, também é possível 

utilizar a técnica para amplificação de RNA adicionando a enzima transcriptase 
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reversa juntamente com a enzima Bst DNA polimerase, sendo este tipo de 

reação denominado de RT-LAMP (Whiting & Champoux, 1998). Para que 

ocorra a reação, é feita a ligação do primer FIP à região F2c do RNA e a 

síntese da fita complementar que é o cDNA. Em seguida, o F3 se liga ao RNA 

para síntese de uma nova fita, o que causa o deslocamento da fita do cDNA 

que será liberada em formato de haltere, que seguirá os demais passos do 

processo de amplificação do LAMP, como descrito anteriormente (figura 6) 

(Okafuji et al., 2005). 

 

 

 
Figura 6: RT-LAMP a partir de uma fita de RNA. (1) ocorre a ligação do FIP ao RNA; (2) 
amplificação da fita complementar (cDNA) do RNA e ligação do primer F3; (3) síntese da fita à 
partir do F3 e deslocamento da fita de cDNA (Okafuji et al., 2005). 
 
 

 

 

 Outra aplicação do LAMP consiste no estudo de SNPs, já que a técnica 

se mostrou bastante específica e precisa. É possível discriminar a presença de 

SNPs já que a reação não amplifica aquelas amostras que apresenta apenas 

um nucleotídeo de diferença em relação à sequência alvo (figura 7). Para que 

não ocorra a amplificação das sequências mutadas, os primers FIP e BIP são 

desenhados baseados no tipo selvagem e, quando ocorre o SNP, não há 

formação da estrutura em formato de halteres, o que impede a amplificação e 
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diferenciação entre as sequências selvagens e mutadas (Parida et al., 2008). A 

partir deste princípio, a técnica tem sido utilizada para verificar a presença de 

polimorfismos genotípicos, através de SNP, além de polimorfismos associados 

à artrite reumatoide e mutações em Anopheles gambiae (Badolo et al., 2012; 

Iwasaki et al., 2003; Nakamura et al., 2007).  

 

 
Figura 7: LAMP para diferenciação de sequências mutadas contendo SNP. No alelo selvagem, 
os primers FIP e BIP se ligam e permite que ocorra a amplificação. Já no alelo mutado, onde 
ocorre o SNP, os primers FIP e BIP não se ligam, o que impede a formação da estrutura em 
forma de haltere e, assim, não ocorre a amplificação. Fonte: Eiken Chemical Co. Ltd. 
 
 
 

 

 Após a reação da técnica, é possível a visualização de resultados em gel 

de agarose, no qual o resultado do LAMP se apresenta de maneira 

característica através de um rastro e diversas bandas, os quais representam a 

amplificação e formação de fragmentos de tamanhos variados (Notomi et al., 

2000). Esta manipulação dos tubos após amplificação para aplicação no gel 

pode ocasionar contaminações, liberação de amplicons e a necessidade de 

manipular corantes carcinogênicos, como o brometo de etídeo (Khan et al., 

2012). Diante destes fatores, outras medidas para visualização dos resultados 

foram desenvolvidas.  

 No LAMP, a reação de amplificação do DNA libera íons pirofosfato a partir 

da ligação de dNTPs, sendo que esses íons reagem com os íons Mg2+ 
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presentes no tampão de reação do LAMP formando pirofosfato de magnésio, o 

qual é um subproduto da reação insolúvel. Este subproduto da reação gera um 

precipitado (o qual não é formado nas reações de PCR convencional) que 

possibilita verificar o resultado da reação LAMP sem a necessidade de 

eletroforese. Esta reação de precipitado pode ser representada através das 

reações a seguir (Mori et al., 2001): 

 

 

 

 

 

 A partir deste subproduto, é possível diferenciar as reações positivas em 

relação às negativas, através da turbidez, à olho nu ou utilizando um 

espectrofotômetro, de forma que os positivos apresentam uma solução turva 

em relação aos negativos, ou centrifugando os tubos e observando a presença 

(positivos) ou não do acúmulo de precipitado em cada tudo. Através do 

aumento da turbidez devido ao aumento do precipitado, é possível fazer uma 

correlação entre o precipitado e a quantidade de síntese de DNA, além da 

possibilidade de se fazer um acompanhamento em tempo real através da 

medição da turbidez, via turbidímetro (Mori et al., 2001). 

 Através do pirofosfato de magnésio produzido pelo LAMP, é possível a 

utilização do azul de hidroxinaftol (HNB – Hydroxy Naphtol Blue, Sigma) para 

análise dos resultados. O HNB é um reagente indicador de metal para cálcio e 

um reagente colorimétrico para íons de metais alcalinos terrosos, cuja utilidade 

foi provada na titulação de Mg2+. Na reação do LAMP, o HNB reage com os 

íons magnésio mudando a cor da reação de violeta (negativos) para azul 

(positivos) (Goto et al., 2009). Como o HNB é colocado antes de ocorrer a 

reação de amplificação, reduz a possibilidade de contaminação devido a 

elevada quantidade de cópias obtidas após a reação (Njiru et al., 2008). 

 Outra forma de observar os resultados consiste na utilização de corantes 

fluorescentes intercalantes, como SYBR Green I. Após a reação, já que foi 

descrito que o SYBR Green I inibe a amplificação (Tao et al., 2011), adiciona-
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se 1µL do corante fluorescente em cada tubo e a cor dos tubos positivos 

mudam para verde fluorescente, enquanto que os negativos continuam com a 

cor laranja original. É possível também observar os resultados sob luz UV, 

através da diferença entre os tubos positivos, os quais apresentam alta 

fluorescência, em relação aos negativos (Parida et al., 2008). 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

 

 A bactéria Wolbachia vem sendo utilizada em programas de campo como 

forma alternativa (ou aditiva) ao controle de Dengue em vários países. Durante 

a soltura de mosquitos A. aegypti contendo Wolbachia, é necessário o 

monitoramento semanal de mosquitos coletados na área para verificar a 

presença e disseminação da Wolbachia. Este trabalho é hoje realizado por 

PCR quantitativo, uma técnica ainda de custo alto. Diante disto, é necessário 

que seja criado um método rápido, sensível e de baixo custo para diagnóstico 

no campo em larga escala, já que há a possibilidade de expansão deste projeto 

em países que não possuam infraestrutura necessária para realização desta 

técnica.  

 O LAMP vem sendo utilizado como ferramenta para diagnóstico em várias 

doenças, detecção de genes alvos e de diversos micro-organismos, como 

Leishmania (Khan et al., 2012), Toxoplasma gondii (Kong et al., 2012) e 

Plasmodium vivax (Tao et al., 2011), incluindo bactérias semelhantes à 

Wolbachia, como Brucella spp. (Song et al., 2012), Anaplasma ovis (Ma et al., 

2011) e Ehrlichia ruminantium (Nakao et al., 2010), além de ensaios para 

detecção de DNA genômico, RNA e também sendo possível sua quantificação 

em tempo real (Mori et al., 2001). 

 No presente estudo, propusemos aplicar a técnica do LAMP, que tem se 

mostrado como uma metodologia simples, sensível, de baixo custo e altamente 

específica, para detecção de Wolbachia para fins de monitoramento de insetos 

que serão liberados em campo para controle de doenças. Essa técnica poderá 

também ser utilizada para a realização de levantamento de espécies de insetos 

naturalmente infectadas pela bactéria no ambiente.  
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3 OBJETIVOS 

 

 

3.1 Objetivo geral 

 

    Utilizar o LAMP como um método simples e rápido de detecção de 

Wolbachia em insetos para fins de monitoramento. 

 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

   Gerar primers específicos para a Wolbachia para uso no LAMP; 

   Padronizar a técnica para que seja possível sua execução tanto em 

termociclador, como em banho seco; 

   Determinar a sensibilidade da técnica na detecção de Wolbachia; 

   Determinar a especificidade do LAMP frente a diferentes; 

   Utilizar o azul de hidroxinaftol (Hidroxy Naphtol Blue, HNB) e SYBR 

Green I como metodologias de visualização dos resultados; 

   Demonstrar as diferenças de custos para a realização da técnica de 

PCR convencional x LAMP. 
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4 METODOLOGIA 

 

 

4.1 Amostras de insetos  

 

 Os mosquitos Aedes fluviatilis, naturalmente infectados com a cepa de 

Wolbachia wFlu (Moreira et al., 2009), utilizados neste trabalho foram 

provenientes de populações naturais que são mantidas no Insetário do 

Laboratório de Malária do CPqRR, além de mosquitos Aedes aegypti, oriundos 

da Austrália, que foram infectados artificialmente com duas cepas diferente de 

Wolbachia, wMel (Walker et al., 2011) e wMelPop (McMeniman et al., 2009), 

ambas infectadas individualmente. Estes mosquitos foram mantidos sob 

temperatura média de 27ºC, umidade relativa do ar média de 70% (±10%) e 

fotoperíodo de 12 horas. As larvas foram mantidas em bandejas de plástico 

(30 cm x 20 cm) com água desclorada e alimentadas com as rações para 

peixes Goldfish Colour – Alcon (para A. fluviatilis) e Tetramin Tropical Flakes – 

Tetra (para A. aegypti), e os adultos alimentados com solução de sacarose a 

10%. Além disso, foram utilizados mosquitos de campo doados por 

colaboradores, como Culex sp. e A. albopictus, juntamente com outros insetos 

de diferentes ordens: Hymenoptera, Hemiptera, Lepidoptera, Orthoptera, 

Siphonaptera, Coleoptera e Isoptera. Estes insetos foram coletados, 

processados e confirmados como positivos para Wolbachia, por pelo menos 

dois primers (WSP, 16S ou ftsZ), pelo nosso grupo de pesquisa (manuscrito em 

revisão) para validação da técnica. Foram incluídos também mosquitos que 

não são naturalmente infectados, como as espécies Anopheles aquasalis, que 

também é mantida na colônia do Insetário do Laboratório de Malária do 

CPqRR, e A. aegypti selvagem, os quais foram coletados em campo por meio 

de armadilhas BG-Sentinela no projeto Eliminar a Dengue – Desafio Brasil. 
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4.2 Técnicas moleculares 

 

 

4.2.1 Extração de DNA  

 

 A extração de DNA genômico total de cada indivíduo foi realizada pela 

maceração (utilizando o equipamento Mini-Beadbeater-16 / BioSpec) em 80 µL 

de solução de homogeneização (10 mM Tris, 1 mM EDTA, 50 mM NaCl [pH 

8,2]) (modificado de FU et al., 2010) em tubos de 1,5 mL contendo uma bead 

de vidro de 3 mm por 1,5 minutos e posterior centrifugação a 13000 rpm por 30 

segundos à 4ºC. Em seguida, as amostras foram incubadas por 10 minutos à 

97ºC, mantidas no gelo por, pelo menos, 15 minutos, finalizando com 

centrifugação a 13000 rpm por 10 minutos à 4ºC e diluição em 1:10 do 

sobrenadante em água MilliQ autoclavada (Baton et al., 2013). Após extração, 

as amostras foram mantidas à -20ºC até o momento da realização dos 

experimentos. 

 

 

4.2.2 Padronização da Amplificação isotermal mediada por loop (LAMP) 

 

Inicialmente, para padronização da técnica, utilizamos 2 pares de 

primers desenhados no PrimerExplorer V4 (http://primerexplorer.jp/e/) 

baseando-se na sequência do gene 16S ribossomal da Wolbachia (Simoes et 

al., 2011), como descrito por Notomi e colaboradores em 2000.  

 

Tabela 1: Sequências dos 4 primers para uso no LAMP. 

 Primer           Sequência  (5’       3’) 

     F3      GGT TTC ACA CAG GTG TTG CA 

     B3      GGG CCA TGA TGA CTT GAC AT 

     FIP     ATG AGG GTT GCG CTC GTT GCC TGT CGT CAG CTC GTG TC 

     BIP    ACC ATC AGG TAA TGC TGG GGA CCA TCC CCA CCT TCC TCCA  
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Para iniciar a padronização da amplificação por LAMP, as reações com 

volume final de 25 μL continham 1X tampão de Reação ThermoPol (20 mM 

Tris-HCl, pH 8.8, 10 mM de KCl, 10 mM de (NH4)2SO4, 2 mM de MgSO4, 0,1% 

de Triton X-100), 1,4 mM de cada dNTP, 0,6 µM de cada primer interno (FIP e 

BIP), 0,2 µM de cada primer externo (F3 e B3), 0,8 M de Betaína (Sigma), 8 U 

da enzima Bst DNA polimerase (New England Biolabs) e aproximadamente 

150 ng de DNA de amostras de insetos. 

Devido ao longo período de incubação necessário para que se obtenha 

a amplificação, (em torno de 150 minutos) adicionamos os primers loop os 

quais demonstraram reduzir o tempo da amplificação (Nagamine et al., 2002). 

Desta forma, desenhamos novos primers com os Loop adicionais para acelerar 

o processo de reação para detecção de Wolbachia através da amplificação 

isotermal. Através do gene 16S ribossomal da bactéria. Os 6 primers (tabela 2) 

foram desenhados no software LAMP Designer 1.02 (PREMIER Biosoft 

Internacional), baseados na sequência do gene (Figura 8) da bactéria (Simoes 

et al., 2011). 

 

 

Tabela 2: Sequências dos 6 primers para uso no LAMP. 

         Primer                  Sequência  (5’       3’) 

F3                   CTC GTG TCG TGA GAT GTT G 

B3                   GAA CGT ATT CAC CGT GGC  

FIP                  CCC ACT CCA TAA GGG CCA TGA GGG AC 

           BIP                  CAA TGG TGG CTA CAA TGG GCT GGC AG 

 LoopF              CCA CCT TCC TCC AGT TTA TCA 

LoopB              CGC GAG GCT AAG CTA ATC C 
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Figura 8: Representação esquemática de parte da sequência do gene 16S da Wolbachia e o 
local de anelamento de cada primer. FIP e BIP são as combinações de F2 e F1c e B1C e B2, 
respectivamente. 

 
 
 
Para iniciar a padronização da amplificação por LAMP, as reações com 

volume final de 25μL continham 1X tampão de Reação ThermoPol  (20 mM 

Tris-HCl, pH 8.8, 10 mM de KCl, 10 mM de (NH4)2SO4, 2 mM de MgSO4, 0,1% 

de Triton X-100), 0,32 mM de cada dNTP, 0,64 µM de cada primer interno (FIP 

e BIP), 0,2 µM de cada primer externo (F3 e B3), 0,32 µM dos primers LoopF e 

LoopB, 0,64 M de Betaína (Sigma), 6U da enzima Bst DNA polimerase (New 

England Biolabs) e aproximadamente 30 ng de DNA de A. fluviatilis (infectado 

naturalmente pela cepa wFlu) e A. aegypti (infectado artificialmente com a cepa 

wMel). As reações foram incubadas no termociclador à 63ºC e, após diferentes 

períodos de incubação (30 min, 60 min, 90 min, 120 min e 150 min), as 

amostras foram retiradas para avaliar qual tempo de incubação era o mais 

indicado para obter a amplificação.  

A visualização dos resultados da amplificação do LAMP foi realizada 

através de gel de agarose a 1,5%, corados com brometo de etídeo (Sigma) e, 

além disso, foram feitas reações tanto em termociclador, como em banho seco, 

para que a técnica pudesse ser utilizada sem a necessidade de equipamentos 

sofisticados, reduzindo os custos para sua execução em campo.  

Foram feitas reações da técnica LAMP com diferentes concentrações da 

enzima para verificar sua eficiência e funcionalidade, reduzindo ainda mais o 

custo deste reagente por reação. Foram utilizadas 6U, 4U, 2U e 1U de enzima 

Bst DNA polimerase por reação, sendo que a concentração dos demais 

reagentes foi mantida. As amostras utilizadas foram de mosquitos A. aegypti 

infectados por wMel da colônia já estabelecida no Laboratório de Malária. 
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4.2.3 Avaliação da sensibilidade do LAMP 

 

Para avaliação da sensibilidade, foi realizado uma PCR convencional 

com os primers externos F3 e B3, gerando um fragmento de 315 pb. A reação 

foi realizada em termociclador automático (Veriti™ Dx 96-Well Thermal Cycler, 

Applied Biosystems), utilizando as seguintes condições: desnaturação de 94C 

por 5 minutos seguido de 35 ciclos de 94C por 30 segundos, anelamento à 

60C por 30 segundos e extensão à 72C por 30 segundos, finalizando com 

uma extensão final de 72C por 5 minutos. A reação, com volume final de 15µL 

continha 1x de Tampão de PCR (200 mM Tris-HCl pH 8.4, 500 mM KCl); 

0,13 µM de cada primer (F3 e B3); 0,2 mM de cada dNTP (Invitrogen); 1,5 mM 

de MgCl2; 0,7 U de enzima Taq DNA polimerase (Invitrogen) e cerca de 30 ng 

de DNA total de A. aegypti infectado artificialmente por wMelPop. O produto foi 

visualizado em gel de agarose a 1,5%, corado com brometo de etídeo, sob luz 

UV. O produto amplificado foi purificado usando o QIAquick PCR purification Kit 

(QIAGEN) e, a partir deste produto purificado, foi feita a clonagem do 

fragmento em plasmídeo pGem-T Easy Vector System (Promega), seguindo as 

instruções do fabricante, e incubação overnight à 4ºC. As células competentes 

de Escherichia coli Top10F® (Invitrogen) foram transformadas com o 

plasmídeo recombinante através da técnica de choque térmico (45 segundos 

de incubação à 42oC e 2 minutos no gelo), e foram plaqueadas em meio de 

cultura LB-ágar contendo ampicilina (100 µg/mL), 100 µL de IPTG (100 mg/mL) 

e 20 µL de X-Gal (50 mg/mL) (Promega) para realização de screening de 

colônias azuis ou brancas. As placas foram mantidas overnight em estufa à 

37oC para crescimento das colônias brancas, as quais devem conter o inserto 

de interesse. No dia seguinte, algumas colônias brancas foram individualmente 

transferidas para tubos com 1 mL de meio LB e foram incubadas por 1 hora à 

37oC. Em seguida, as amostras incubadas foram submetidas a um protocolo 

rápido de extração, que se inicia com centrifugação por 5 minutos à 5000 rpm, 

o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 100 µL de água 

MiliQ. As amostras foram incubadas à 95ºC por 5 minutos no banho seco, em 

seguida centrifugadas por 5 minutos à 13000 rpm e foram usados 2 µL de cada 

amostra de colônia para a reação de PCR, seguindo o protocolo anterior. 
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Após confirmação do inserto, quatro amostras foram selecionadas para 

purificação do DNA plasmidial com o QIAprep Miniprep kit (QIAGEN) e 

posteriormente à digestão com a enzima EcoR I, que separa o inserto do 

plasmídeo, e a Pst I, que lineariza os plasmídeos, para assim gerar as diluições 

seriadas. Duas amostras foram selecionadas para purificação com o QIAquick 

PCR Purification kit (QIAGEN) e finalmente quantificadas no Nanodrop 

(Thermo Scientific) para estabelecer o número mínimo de cópias da sequência 

do gene alvo que é detectado pelo LAMP. Foi feito o cálculo para determinar o 

número de moléculas por µL para, por fim, serem feitas as diluições seriadas 

do DNA do plasmídeo de 109 à 100 para avaliação da sensibilidade analítica da 

técnica através do cálculo abaixo: 

 

 

Peso em Daltons = (pb do plasmídeo + inserto)(330Da x 2 nucleotídeos/pb) 
         (g/mol)       Número de Avogadro 6,02214199x1023 

 

    (3015 + 315)(330Da x 2) = 3,64x10-18g/mol 
          6,02214199x1023 

 

Concentração de plasmídeos (g/µL) Nanodrop  =         5,2x10-9g/µL      . 
                  Número de cópias             3,64x10-18g/mol 
 
 

Número de moléculas = 1,43x109 moléc/µL 

 

 

 

4.2.4 Avaliação da especificidade do LAMP 

 

Para verificar a especificidade dos primers em relação a outras 

bactérias, foram feitas reações utilizando diferentes espécies, em colaboração 

com o Laboratório de Fisiologia de Insetos Hematófogos do Departamento de 

Parasitologia da UFMG. As espécies de bactérias utilizadas foram: Bacillus 

sphaericus, Bacillus cereus, Micrococcus luteus, Ochrobactrum intermedium, 

Pantoea sp, Serratia marcescens e Serratia sp. 

As bactérias foram recebidas em placas, as quais foram retiradas 

fragmentos de cada colônia e transferidas, individualmente, para tubos Falcon 
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contendo 5 mL de meio LB líquido e foram incubadas sob agitação à 37ºC 

overnight. Após incubação, 1 mL de cada tubo foi transferido para tubos de 

microcentrífuga e, em seguida, as alíquotas foram incubadas à 95ºC por 5 

minutos no banho seco, centrifugadas por 5 minutos à 13000rpm e foi usado 

1 µL de cada espécie de bactéria nas reações de LAMP, seguindo a 

metodologia padronizada.   

 

 

4.2.5 Utilização do HNB e SYBR Green I para visualização dos resultados 

 

Uma forma alternativa de se observar os resultados, sem a utilização da 

eletroforese em gel de agarose, consiste na utilização do azul de hidroxinaftol, 

o que permite diferenciar as amostras positivas das negativas a olho nu. Na 

reação do LAMP, o HNB reage com os íons magnésio mudando a cor da 

reação de violeta (negativos) para azul (positivos). Para padronização da 

técnica proposta, o HNB foi adicionado ao tampão de reação na concentração 

de 1,2 mM (Goto et al., 2009).  

Outra metodologia padronizada para visualização dos resultados foi 

através do SYBR Green I, a qual requer luz UV (Parida et al., 2008). Para 

visualização, é adicionado 1 µL (1:1000) do corante em cada tubo após a 

reação, onde os positivos apresentam fluorescência em relação aos negativos. 

Para confirmação dos resultados, em ambas as metodologias, o produto de 

cada reação foi aplicado em gel de agarose a 1,5%, corado com brometo de 

etídeo e visualizado sob luz UV. 

 

 

4.2.6 Diferença de custos PCR x LAMP 

 

 Para analisar os custos entre os reagentes de ambas as técnicas, 

incluindo aqueles utilizados para visualização dos resultados, foi feito o cálculo 

do valor, em reais, para realização de cada reação. Os cálculos foram 

baseados nos valores de compra de cada reagente no mercado brasileiro no 

catálogo dos fabricantes, tanto do PCR convencional, quanto do LAMP.  

 



 

44 
 

5 RESULTADOS 

 

 

5.1 Padronização do LAMP 

 

No presente trabalho, conseguimos padronizar a técnica do LAMP para 

detecção de Wolbachia em diversos hospedeiros, incluindo insetos de diversas 

ordens e em mosquitos de campo, bem como em mosquitos da colônia do 

Insetário do Laboratório de Malária do Centro de Pesquisas René Rachou – 

Fiocruz MG. Estes indivíduos utilizados eram tanto infectados naturalmente, 

como A. fluviatilis e insetos coletados no campo de diferentes ordens, ou 

artificialmente transfectados pela Wolbachia, como mosquitos A. aegypti, além 

de mosquitos não infectados, como A. aegypti selvagem e A. aquasalis 

(Gonçalves et al., 2014).  

Para padronização da técnica, amostras de A. fluviatilis infectados com 

wFlu e A. aegypti com wMel, foram incubadas por diferentes tempos para 

determinar o tempo necessário para que ocorresse a amplificação. O resultado 

foi observado em gel de agarose a 1,5% e corado com brometo de etídeo 

(figura 9). 

 

 
Figura 9: Padronização do tempo de incubação para amplificação através do LAMP. Foram 
utilizadas amostras de (1) A. fluviatilis infectado naturalmente por Wolbachia (wFlu) e (2) A. 
aegypti infectado artificialmente com wMel. As amostras foram incubadas à 63°C em 
termociclador e os tubos foram removidos em diferentes tempos: (a) 30 min, (b) 60 min, (c) 
90 min, (d) 120 min e (e) 150 min. M: marcador de peso molecular 1kb plus (Invitrogen). 
C-: controle negativo. 
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Foi observado que a amplificação ocorreu à partir de 60 minutos de 

incubação mas, para garantir a amplificação nas amostras que possuem uma 

baixa densidade de Wolbachia, a reação foi padronizada com o tempo de 90 

minutos de incubação à 63oC (Gonçalves et al., 2014).  

Durante a padronização, tivemos problemas de contaminações dos 

reagentes, além do controle negativo das reações, o que dificultou o 

desenvolvimento da técnica para detecção de Wolbachia. 

Após padronização, diversas amostras, tanto de campo, quanto de 

colônia, foram submetidas à técnica. Foram utilizadas amostras de mosquitos 

selvagens não infectados, como Aedes aegypti e Anopheles aquasalis, 

mosquitos naturalmente infectados, como Aedes albopictus, Aedes fluviatilis e 

Culex sp., e duas linhagens de A. aegypti, uma infectada por wMel e wMelPop, 

incluindo insetos de diferentes ordens, positivos para Wolbachia, confirmados 

anteriormente. As amostras foram incubadas à 63°C por 90 minutos e o 

resultado foi visualizado em gel de agarose corado com brometo de etídeo 

(figura 10). 
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Figure 10: Especificidade e reprodutibilidade do LAMP em diferentes insetos. Amostras de 
mosquitos (Diptera): (1) A. albopictus, (2) A. fluviatilis, (3) A. aegypti wMel, (4) A. aegypti 
wMelPop, (5) A. aegypti, (6) Culex sp e (7) An. aquasalis. Amostras de insetos de outras 
ordens (8) Hymenoptera, (9) Hemiptera, (10) Lepidoptera, (11) Orthoptera, (12) Siphonaptera, 
(13) Coleoptera e (14) Isoptera. Somente as amostras positivas para Wolbachia (confirmadas 
anteriormente) amplificaram. M: marcador de peso molecular 1kb plus (Invitrogen).C-: controle 
negativo. 

 

 

Para o desenvolvimento da metodologia da técnica e na grande maioria 

dos trabalhos que utilizam o LAMP, a concentração utilizada da enzima Bst 

DNA polimerase é de 8U por reação (Notomi et al., 2000; Fujino et al., 2005; 

Nakao et al., 2010). Após padronização e verificação da sensibilidade da 

técnica, para uma maior redução do custo da reação para detecção de 

Wolbachia, foram feitas diferentes reações reduzindo a quantidade de Bst DNA 

polimerase. As concentrações utilizadas da enzima foram de 6U, 4U, 2U e 1U 

por reação. Após incubação, utilizando amostras de A. aegypti infectadas 

artificialmente por wMel, o resultado foi visualizado em gel de agarose 1,5% 

corado com brometo de etídeo (figura 11).  
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        M        1         2         3         4        C- 
 
Figura 11: Reações de LAMP com 30ng de DNA total de Aedes aegypti infectadas com wMel 
utilizando diferentes quantidades de enzima. 1) 6U; 2) 4U; 3) 2U e 4) 1U de enzima. Gel de 
agarose a 1,5% corado com brometo de etídeo. M: marcador de peso molecular 1kb plus 
(Invitrogen), C-: controle negativo. 

 
 

Foi observado que, utilizando apenas 1U por reação da enzima Bst DNA 

polimerase, é possível obter a amplificação de maneira eficiente nas amostras 

com 30 ng de DNA total de A. aegypti infectado artificialmente por Wolbachia 

(Gonçalves et al., 2014). 

 

 

5.2 Sensibilidade do LAMP 

 

Para a análise da sensibilidade da técnica, foram feitas diluições 

seriadas através da clonagem do inserto contendo o amplicon gerado a partir 

da PCR convencional utilizando os primers externos F3 e B3. Os pontos 107, 

105, 103, 101 e 100 foram submetidos ao LAMP seguindo a padronização 

estabelecida neste trabalho. As amostras foram incubadas à 63°C por 90 

minutos, tanto em termociclador (12A), como em banho seco (figura 12B), e o 

resultado foi observado em gel de agarose a 1,5%. 
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Figura 12: Avaliação da sensibilidade da técnica utilizando as diluições (1) 107, (2) 105, (3) 103, 
(4) 101 e (5) 100. As diluições foram incubadas em (A) termociclador e em (B) banho seco à 
63°C por 90 minutos. Foi possível obter amplificação com apenas 1 cópia da sequência alvo. 
C-: controle negativo. 
 
 
 
 

Foi possível obter a amplificação utilizando apenas 1 cópia do plasmídeo 

contendo a sequência alvo, o que confirma a alta sensibilidade da técnica 

(Gonçalves et al., 2014).  

Para padronizar a utilização de apenas 1U de enzima em diferentes 

amostras, foi feita a reação do LAMP com as diluições 107, 105, 103, 101 e 100, 

em termociclador para verificar se a sensibilidade da técnica poderia ser 

reduzida devido a menor quantidade de enzima por reação. As amostras foram 

incubadas à 63°C por 90 minutos e o resultado foi visualizado em gel de 

agarose a 1,5% corado com brometo de etídeo (figura 13). 
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      M    107    105    103    101    100    C- 

Figura 13: Reações de LAMP com as diluições seriadas e utilizando apenas 1U de enzima por 
reação. Com apenas 1 cópia da sequencia alvo foi possível a amplificação. As amostras foram 
incubadas em termociclador e visualizadas em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de 
etídeo. M: marcador de peso molecular 1kb plus (Invitrogen), C-: controle negativo. 

 

 

Através deste resultado, utilizando apenas 1U de enzima, a sensibilidade 

da técnica se mantém, obtendo-se amplificação quando utilizado somente 1 

cópia da sequencia alvo. 

 

 

5.3 Especificidade do LAMP 

 

Visto que, no intestino de insetos, há uma vasta microbiota natural com 

diversas bactérias e outros microorganismos (Minard et al., 2013; Yun et al., 

2014), e que foi utilizado o DNA total dos insetos, a técnica LAMP para 

detecção de Wolbachia se mostrou específica para aqueles indivíduos que 

albergam a bactéria Wolbachia, sem aparente inespecificidade com outras 

bactérias da microbiota, visto que insetos sabidamente negativos para 

Wolbachia não apresentaram amplificação  (Gonçalves et al., 2014). 

Além das amostras utilizadas para o desenvolvimento do trabalho, tanto 

aquelas positivas para Wolbachia, como de outros insetos naturalmente não 

infectados, foi feito o LAMP utilizando diferentes amostras de bactérias para 

confirmar a especificidade da técnica frente à diferentes organismos. Para isto, 

foram utilizadas amostras de B. sphaericus, B. cereus, M. luteus, O. 

intermedium, Pantoea sp, S. marcescens e Serratia sp. As amostras foram 
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incubadas em termociclador à 63ºC por 90 minutos e o resultado foi visualizado 

em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etídeo (figura 14).  

 

 
        M        1       2        3        4         5        6       7        8       9       C – 

 
Figura 14: LAMP com diferentes espécies de bactérias para verificar a especificidade da 
técnica. 1) B. sphaericus; 2) B. cereus; 3) M. luteus; 4) O. intermedium; 5) Pantoea sp;  6) S. 
marcescens; 7) Serratia sp; 8) A. fluviatilis infectado naturalmente com wFlu; 9) Aedes aegypti 
infectado artificialmente por wMel; M: marcador de peso molecular 1kb plus (Invitrogen).  
C-: controle negativo. 
 
 
 
 

Através deste resultado, foi possível confirmar a especificidade da 

técnica em relação a outras bactérias, além daquelas que estão naturalmente 

presentes nos insetos, as quais não interferem na amplificação para 

Wolbachia. Estes resultados corroboram a alta especificidade apresentada pela 

técnica através dos 3 pares de primers, os quais se ligam a 8 regiões distintas 

do DNA alvo (figura 8). 

 

 

5.4 HNB e SYBR Green I para visualização dos resultados 

 

Uma alternativa para visualização dos resultados, como proposto por 

Goto e colaboradores, é através do azul de hidroxinaftol (HNB), o que 

possibilita a análise de resultados à olho nu. Foi adicionado 1,2 mM do corante 

no tampão da reação e as amostras foram incubadas à 63°C por 90 minutos 

(figura 15A). Como não possível diferenciar os positivos dos negativos, 
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visualmente, foi aumentado o tempo de incubação para 150 minutos (figura 

15B)  para melhor distinção entre os azuis (positivos) e violetas (negativos). 

 

A 

 

 
 

                   1                       2                     3                    4                  C-                  

B 
 

 

 

 

          1                      2                   3                     4                      C- 

Figura 15: Utilização do UNB para visualização dos resultados à olho nu. Inicialmente, as 
amostras foram incubadas à 63°C por (A) 90 minutos. Como as amostras positivas não tiveram 
uma nítida diferença entre o controle negativo, o tempo de incubação foi aumentado para  
(B) 150 minutos. As amostras utilizadas foram (1) Aedes aegypti com wMel, (2) A. aegypti com 
wMelPop, (3) A. fluviatilis com wFlu, (4) Drosophilidae. C-: controle negativo. 
 
 
 
 

 
Foi possível a padronização da visualização dos resultados utilizando o 

HNB, o que permite diferenciar as amostras positivas (azuis) daquelas 

negativas (violetas) sem a necessidade de géis de agarose e manipulações de 

corantes perigosos, como o brometo de etídeo, e sem o uso de outros 

equipamentos, como luz UV (Gonçalves et al., 2014). 

Além do uso do HNB, uma outra alternativa para análise dos resultados 

sem o uso de géis de agarose, consiste na adição de SYBR Green I após a 

reação e visualização sob luz UV (302 nm). Após a incubação, foi adicionado 

1 µL do corante e os tubos foram visualizados sob luz UV (figura 16A). Para 

confirmar a amplificação, estas mesmas reações foram aplicadas em gel de 

agarose a 1,5%, coradas com brometo de etídeo e visualizadas sob luz UV 

(figura 16B). 
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        1          C-  M      1     C- 
 
Figura 16: SYBR Green como método de visualização de resultados. Foram utilizados 1) 30 ng 
de DNA total de A. aegypti infectado por wMel. Após incubação, (A)1 µl de SYBR foi adicionado 
em cada tubo e foram visualizados sob luz UV (302 nm). Para confirmação, (B) o produto de 
cada tubo foi aplicado em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etídeo. M: Marcador 
de peso molecular 1kb plus; C-: controle negativo.  
 
 
 
 
5.5 Diferença de custos entre PCR e LAMP 

 

O uso da PCR para diagnóstico e detecção de diversos genes é uma 

das principais técnicas utilizadas, mas são técnicas que requerem 

equipamentos caros e um tempo elevado para sua execução. 

Para confirmar se a metodologia LAMP tem um baixo custo em relação à 

PCR convencional, através do preço de catálogo de cada reagente, foi feito o 

cálculo de custo por reação, em reais, de ambas as técnicas. Somando os 

valores de cada reagente por reação, além dos reagentes utilizados para que 

seja feita a visualização do resultado e excluindo o valor dos equipamentos, a 

técnica LAMP apresentou um custo de 53,92% menor em relação à PCR 

convencional (tabelas 2 e 3). Quando incluímos o valor dos equipamentos para 

execução e visualização dos resultados, podemos concluir que o custo para 

realização da técnica LAMP é consideravelmente menor do que a reação de 

PCR.  
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Tabela 3: Relação dos custos, em reais, para execução da técnica de PCR convencional.  

 

PCR CONVENCIONAL - Taq DNA Polimerase (Invitrogen) 

MATERIAL PREÇO 
PREÇO POR REAÇÃO 

(MÉDIA 10 µL/ TUBO em R$) 
Quantidade média por 

reação 
Taq DNA polimerase Invitrogen (11615-010) R$ 280,00 2,50 2U a 5U 
Tampão R$ 0,00 0,00 1 µL 
MgCl2 R$ 0,00 0,00 0,3 µL 
Água para biologia molecular Sigma, 1 Litro R$ 155,00 0,01 4,2 µL 
dNTP 200 µL R$ 106,00 0,53 1 µL 
Oligo Foward (2 µM) R$ 40,00 0,07 1 µL 
Oligo Reverse (2 µM) R$ 40,00 0,07 1 µL 
Agarose R$ 300,00 3,00 1 g 
Brometo de Etídeo  R$ 160,00 0,08 5uL 
Padrão de peso molecular  R$ 693,00 0,13 4uL no gel 

TOTAL 6,39  
EQUIPAMENTOS PREÇO   

Termociclador R$ 20.000,00   
Cuba de eletroforese R$ 2.000,00   
Fonte R$ 1.500,00   

TOTAL R$ 23.500,00  *Consulta de preços em janeiro de 2014. 
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Tabela 4: Relação dos custos, em reais, para execução da técnica LAMP. 

 

LAMP - Bst DNA Polimerase (New England Biolabs) 

MATERIAL PREÇO 
PREÇO POR REAÇÃO 

(MÉDIA 25 µL/ TUBO em R$) 
Quantidade média por 

reação 
F3 (10 µM) R$ 40,00 0,10 0,4 µL 
B3 (10 µM) R$ 40,00 0,10 0,4 µL 
LoopF (10 µM) R$ 40,00 0,20 0,8 µL 
LoopR (10 µM) R$ 40,00 0,20 0,8 µL 
FIP (10 µM) R$ 40,00 0,30 1,6 µL 
BIP (10 µM) R$ 40,00 0,30 1,6 µL 
Água para biologia molecular Sigma, 1 Litro R$ 155,00 0,02 11,5 µL 
Bst DNA polimerase  R$ 290,00 1,160 6,4U 
Betaina  R$ 95,00 0,203 3,2 µL 
Hydroxy Naphtol Blue  R$ 90,00 0,002 - 
dNTP 200 µL R$ 106,00 0,430 0,8 µl 

TOTAL 3,015  
EQUIPAMENTOS PREÇO   

Termobloco (banho seco) R$ 1.500,00   
TOTAL R$ 1.500,00  *Consulta de preços em janeiro de 2014. 
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6 DISCUSSÃO 
 

 

 Devido a grande importância epidemiológica das doenças transmitidas 

por vetores, há um grande esforço na busca de novas estratégias de controle 

destas doenças no mundo inteiro (McGraw & O’Neill, 2013). 

 O uso da bactéria Wolbachia como alternativa para controle de doenças 

tem se mostrado uma metodologia com resultados promissores para sua 

utilização em campo para controle da Dengue através do programa Eliminate 

Dengue (www.eliminatedengue.org). Para seu uso no campo e para que seja 

feito o monitoramento da disseminação da Wolbachia, é necessário o 

desenvolvimento de uma técnica específica, sensível, rápida e de baixo custo 

para detecção em larga escala da bactéria em insetos liberados em campo. 

 A técnica LAMP tem sido aplicada para diagnósticos de diversas 

doenças, como Dengue, Chikungunya e Hepatite A (Parida et al., 2005; Parida 

et al., 2007; Yoneyama et al., 2007) e também na detecção de diversos micro-

organismos, como Plasmodium vivax (Tao et al., 2011) e Toxoplasma gondii 

(Kong et al., 2012), além de bactérias semelhantes à Wolbachia, como 

Anaplasma ovis (Ma et al., 2011), Ehrlichia ruminantum (Nakao et al., 2010) e 

Brucella spp. (Song et al., 2012). 

A metodologia de amplificação isotermal mediada por loop apresenta 

diversas vantagens para que seja feito o diagnóstico de doenças e 

microorganismos, dentre as quais: a rapidez na sua execução; fácil de ser 

realizada; maior eficiência de amplificação; visualização do resultado a olho nu; 

e apresenta custos mais baixos em relação à PCR, já que pode ser realizada 

utilizando apenas banho seco (Mori & Notomi, 2009; Nagamine et al., 2002; 

Yoneyama et al., 2007). Para a execução da PCR, é necessário o uso de 

termociclador para que ocorram os ciclos de amplificação, além do tempo gasto 

pós-amplificação para análise dos resultados (Parida et al., 2008). 

A padronização da técnica foi estabelecida, com o tempo de incubação 

de 90 min para garantir amplificação de Wolbachia nos mais diversos 

hospedeiros, inclusive naqueles com baixa densidade da bactéria distribuída no 

corpo do inseto. 
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O LAMP é uma técnica bastante específica devido ao uso de 3 pares de 

primers que se ligam a 8 regiões distintas do gene 16S rRNA da bactéria 

Wolbachia. A inclusão dos primers Loop adicionais à reação reduziu o tempo 

de incubação necessário para que ocorresse a amplificação, como descrito por 

Nagamine e colaboradores (Nagamine et al., 2002). 

Foi possível confirmar a especificidade utilizando amostras de DNA total 

de diferentes insetos infectados ou não pela bactéria, além de diferentes 

bactérias doadas por colaboradores. As reações de LAMP com insetos não 

infectados por Wolbachia demonstraram que não ocorrem amplificações do 

DNA das diferentes bactérias residentes do intestino de insetos, já que se 

utilizada o DNA total de cada amostra (Minard et al., 2013). Além disso, se 

mostrou uma metodologia sensível, sendo possível a amplificação a partir de 

uma cópia do DNA alvo da Wolbachia (Gonçalves et al., 2014). 

Durante a execução do projeto, tivemos muitos problemas de 

contaminações, o que resultou em um tempo maior para padronização e 

obtenção dos resultados, já que a quantidade de DNA amplificado atinge a 

escala de 109 cópias (Notomi et al., 2000; Ushikubo, 2004; Parida et al., 2008). 

Khan e colaboradores executaram as reações de LAMP com os tubos 

envolvidos por parafilme como uma medida para evitar qualquer tipo de 

contaminação cruzada (Khan et al., 2012). Para evitar contaminações, 

principalmente aquelas causadas por aerossóis de amplicons, é importante que 

cada etapa de execução da reação seja realizada em salas separadas, 

utilizando EPI adequados e, preferencialmente, utilizar corantes para 

visualização de resultados que podem ser adicionados antes da reação, 

evitando a manipulação e liberação de produto amplificado no laboratório 

(Parida et al., 2008; Tao et al., 2011).  

 Utilizando o SYBR Green I como corante para visualização dos 

resultados, sob luz UV foi possível observar claramente a diferença entre os 

tubos positivo e negativo, após incubação da amostra através da técnica 

LAMP. Como descrito em outros trabalhos (Parida et al., 2008; Goto et al., 

2009), é possível observar a diferença entre os positivos (verde) e negativos 

(laranja) à olho nu. Nas amostras testadas, no presente trabalho, não foi 

possível observar essa diferença, sendo necessária a utilização da luz UV, o 

que geraria um custo a mais para execução da técnica em campo. Devemos 
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levar em conta também o fato da necessidade de abertura dos tubos após a 

reação de LAMP, o que aumenta em muito o risco de contaminação por 

aerossóis. 

Baseando-se nos cálculos dos reagentes do mercado brasileiro, na PCR 

convencional, há um gasto de R$ 6,39 por reação, incluindo os reagentes para 

visualização dos resultados. Em contrapartida, para realização do LAMP, que 

requer apenas o uso de banho seco, há um gasto de R$ 3,01, incluindo o 

reagente HNB para visualização dos resultados, sendo este valor 53,92% 

menor em relação à PCR. Em relação aos equipamentos, o gasto para 

realização do LAMP é 93,62% menor em relação aos equipamentos 

necessários para realização da PCR, o que confirma que a técnica LAMP é 

uma metodologia de baixo custo. Esse fato contribui para estudos de 

levantamento em larga escala e monitoramento de espécies infectadas por 

Wolbachia, no caso da aplicação prática dessa bactéria para controle de 

doenças transmitidas por mosquitos vetores. 

Através deste trabalho, a amplificação isotermal LAMP se mostrou uma 

metodologia ideal para uso em larga escala na detecção de Wolbachia, já que 

a mesma apresenta características importantes para levantamento e 

monitoramento de insetos que albergam a bactéria, sendo rápida, específica, 

sensível e de baixo custo para sua execução em campo (Notomi et al., 2000; 

Gonçalves et al., 2014). 
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7 CONCLUSÃO 

 

 

Através do aumento de estudos envolvendo Wolbachia e sua interação 

com insetos, além da grande quantidade de insetos que albergam a bactéria, é 

necessário o desenvolvimento de novas técnicas para sua detecção de forma 

rápida, com alta sensibilidade e especificidade.  

Com o presente trabalho, concluímos que: 

 Foi possível gerar primers específicos para Wolbachia; 

 Foi confirmado o uso da técnica LAMP para detecção de Wolbachia 

diferentes espécies de hospedeiros, tanto em insetos de colônia, como de 

campo, através da visualização da amplificação em gel de agarose;  

 A reação de LAMP pode ser utilizada para detecção de Wolbachia sem a 

necessidade do uso de equipamentos sofisticados, sendo possível sua 

realização em banho seco; 

 A alta sensibilidade da técnica foi demonstrada através da amplificação 

de apenas 1 cópia da sequencia alvo, tanto em termociclador, como em banho 

seco; 

 A especificidade do LAMP foi confirmada através da não amplificação 

utilizando diferentes amostras de bactérias submetidas à técnica. 

 O uso de diferentes corantes, como SYBR Green I e Azul de 

hidroxinaftol, são alternativas para visualização dos resultados sem o uso de 

gel de agarose. 

 O LAMP se mostrou uma técnica rápida de ser realizada, bastante 

específica e com um baixo custo.  

 

Através deste trabalho, poderemos ampliar a utilização da técnica para 

detecção de diferentes cepas de Wolbachia, já que foi observado que a técnica 

pode ser utilizada para detecção de SNPs (Badolo et al., 2012; Iwasaki et al., 

2003; Nakamura et al., 2007), onde há apenas um nucleotídeo de diferença, 

confirmando a alta especificidade da técnica. 
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8 ANEXOS 
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Additional file 1: 

 
Standardization of the LAMP assay incubation time. To determine the optimal incubation 

time for the assay, LAMP reactions were performed using; (1) Ae. fluviatilis naturally infected 

with Wolbachia (wFlu), and (2) Ae. aegypti artificially infected with wMel. Samples were incubated 

at 63°C in a thermocycler and the tubes were removed at different times: 30 min (a), 60 min (b), 

90 min (c), 120 min (d), 150 min (e). The products were visualised on a 1.5% agarose gel stained 

with EtBr. Visible products were present after 60 minutes of incubation. NC = negative control. 
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