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RESUMO 
 
 

A Esquistossomose é uma doença tropical negligenciada causada pelo parasito 
Schistosoma mansoni. O Kato-Katz, método de diagnóstico recomendado pelo 
ministério da saúde, apresenta uma baixa sensibilidade para as pessoas que possuem 
baixa carga parasitária. Assim, alternativas moleculares para o diagnóstico da doença 
podem ser utilizadas, visto que apresentam uma maior sensibilidade. O LAMP é um 
teste rápido, econômico, sensível e específico; ademais, pode ser adaptado para uso 
em campo na forma de kit diagnóstico, o que facilita mais o diagnóstico. Para isso, os 
reagentes precisam ter uma boa estabilidade ao longo do tempo e seu manuseio 
deverá ser minimizado para evitar contaminações, o que pode ser realizado por meio 
da liofilização dos reagentes. O trabalho apresentou como objetivos a avaliação da 
sensibilidade das técnicas SmMIT-LAMP e SmITS-LAMP com reagentes previamente 
liofilizados e a determinação da estabilidade dos reagentes não liofilizados ao longo 
do tempo. Para a avaliação da sensibilidade das técnicas LAMP, foram preparados 
dois Master Mix para a liofilização. O Sistema 1 foi preparado com todos os reagentes 
e o Sistema 2 foi preparado sem Betaína e enzima Bst 2.0 WarmStart®, as quais só 
foram adicionadas no momento do experimento do LAMP. Os sistemas SmMIT-LAMP 
e SmITS-LAMP foram liofilizados no liofilizador e, após isso, foram avaliados por meio 
de uma curva de sensibilidade analítica. Ademais, o SmITS-LAMP não liofilizado foi 
avaliado também por meio de uma curva de sensibilidade analítica em duas situações, 
geladeira a 4 °C e freezer a -25°C, em 0, 15, 30, 60, 90 e 180 dias. Na avaliação dos 
sistemas liofilizados, apenas o sistema 1 do SmITS-LAMP apresentou amplificação, 
com uma sensibilidade de 1 ng e o SmITS-LAMP ao longo do tempo apresentou 
estabilidade até 90 dias para o Sistema 1, armazenado no freezer, com uma 
sensibilidade de 1 pg. Com isso, conclui-se que a diminuição da sensibilidade do 
sistema liofilizado ocorreu devido à liofilização, sendo necessárias novas etapas de 
otimização do SmITS-LAMP para aumentar seu desempenho, o que pode auxiliar no 
desenvolvimento de um kit diagnóstico. 
 
Palavras-chave: LAMP. Esquistossomose. PCR. Kato-Katz. Kit diagnóstico.  
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ABSTRACT 
 
 

Schistosomiasis is a neglected tropical disease caused by the parasite Schistosoma 
mansoni. The Kato-Katz, the diagnostic method recommended by the Ministry of 
Health, has a low sensitivity for people who have a low parasitic load. Thus, molecular 
alternatives for the diagnosis of the disease can be used, since they have greater 
sensitivity. LAMP is a quick, economical, sensitive and specific test; moreover, it can 
be adapted for use in the field in the form of a diagnostic kit, which makes diagnosis 
even easier. For this, the reagents need to have good stability over time and their 
handling should be minimized to avoid contamination, which can be done by 
lyophilizing the reagents. The objective of this work was to evaluate the sensitivity of 
the SmMIT-LAMP and SmITS-LAMP techniques with previously lyophilized reagents 
and to determine the stability of non-lyophilized reagents over time. To evaluate the 
sensitivity of the LAMP techniques, two Master Mixes were prepared for lyophilization. 
System 1 was prepared with all reagents and System 2 was prepared without Betaine 
and Bst 2.0 WarmStart® enzyme, which were only added at the time of the LAMP 
experiment. The SmMIT-LAMP and SmITS-LAMP systems were lyophilized in the 
lyophilizer and, after that, they were evaluated using an analytical sensitivity curve. 
Furthermore, the non-lyophilized SmITS-LAMP was also evaluated using an analytical 
sensitivity curve in two situations, a refrigerator at 4°C and a freezer at -25°C, at 0, 15, 
30, 60, 90 and 180 days. In the evaluation of the lyophilized systems, only the SmITS-
LAMP system 1 showed amplification, with a sensitivity of 1 ng and the SmITS-LAMP 
over time showed stability up to 90 days for System 1, stored in the freezer, with a 
sensitivity of 1 pg. With this, it is concluded that the decrease in the sensitivity of the 
lyophilized system occurred due to lyophilization, requiring new optimization steps of 
the SmITS-LAMP to increase its performance, which can help in the development of a 
diagnostic kit. 
 
Key words: LAMP. Schistosomiasis. PCR. Kato-Katz. Diagnostic kit. 
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1 Introdução 

 

A Esquistossomose é uma doença tropical negligenciada parasitária que 

acomete mais de 252 milhões de pessoas no mundo (SILVA-MORAES et al., 2019). 

É uma doença causada por helmintos do gênero Schistosoma, cuja espécie 

causadora da doença no Brasil é Schistosoma mansoni, que tem como principal 

hospedeiro intermediário caramujos da espécie Biomphalaria glabrata (CALASANS et 

al., 2018). 

A ocorrência e a disseminação da esquistossomose estão relacionadas às 

condições ambientais precárias e condições socioeconômicas desfavoráveis, além do 

saneamento básico precário. Ademais, a ausência de água tratada para tomar banho, 

beber ou lavar roupas e utensílios da casa, além de hábitos culturais humanos 

contribuem para a persistência do ciclo de vida do parasito e para a disseminação da 

doença (CALASANS et al., 2018; HOTEZ, 2017; PAREDES et al., 2010; STEINMANN 

et al., 2006).   

Para o diagnóstico da esquistossomose, o método recomendado pela 

Organização Mundial de Saúde (OMS) é o Kato-Katz. Entretanto, apresenta baixa 

sensibilidade quando se trata de infecções com baixa carga parasitária (BERHE et al., 

2004; WHO, 2002). Para superar essa problemática, outras formas de diagnóstico são 

realizadas e amplamente estudadas nas áreas de imunologia e biologia molecular 

(SILVA- MORAES et al., 2019). 

A reação em cadeia da polimerase (PCR) é uma técnica de diagnóstico 

molecular considerada mais eficiente que o Kato-Katz, quando são consideradas 

baixas cargas parasitárias, pois detecta com alta sensibilidade e especificidade o DNA 

em diversas amostras biológicas (PONTES, 2002). Apesar das vantagens, não é 

muito utilizada em países de baixa renda, devido a necessidade de pessoal qualificado 

e equipamentos caros (FERNANDEZ-SOTO et al., 2014). 

Uma alternativa à PCR é a Amplificação Isotérmica Mediada por Loop (LAMP), 

que consiste em uma reação em condições isotérmicas, o que a torna mais rápida que 

a PCR. Em adição, apresenta uma maior especificidade e sensibilidade, pois utiliza 

dois primers internos e dois primers externos na reação, sendo assim, mais simples, 

econômico e facilmente adaptável a condições de campo (NOTOMI, 2000; LABARRE 

et al., 2011). 

A conservação dos reagentes utilizados no LAMP representa uma limitação 
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significante nas atividades em campo, pois estes precisam ser manipulados para a 

produção do Master Mix, o que pode gerar contaminações nas reações. Desse modo, 

a liofilização dos reagentes é uma prática que pode minimizar a manipulação desses 

reagentes. Com isso, torna-se possível a minimização dos riscos de contaminação da 

reação, facilitando o uso do método para o diagnóstico de rotina (GARCÍA-BERNALT 

et al., 2019). 

Ademais, outro modo de facilitar a aplicação do teste molecular é utilizá-lo no 

formato de kit diagnóstico. Para isso, é necessário que seus reagentes se mantenham 

estáveis a longo prazo. Contudo, para determinar seu ‘’tempo de prateleira’’, são 

necessárias pesquisas para definir o tempo e a melhor forma de armazenar esses 

reagentes (MARUSHCHAK et al., 2020). 

Logo, o trabalho foi realizado para avaliar se o LAMP pode ser utilizado como 

uma alternativa diagnóstica mais sensível e rápida de ser utilizada em condições de 

campo.  

 

 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

1.1 EPIDEMIOLOGIA DA ESQUISTOSSOMOSE 

 

1.1.1 Distribuição da Doença 

 

A esquistossomose é uma doença negligenciado tropical causada por parasitos 

do gênero Schistosoma (WHO, 1998). É uma doença veiculada pela água e é 

endêmica em 78 países de áreas tropicais e subtropicais do globo (Figura 1). A 

esquistossomose apresenta como agentes etiológicos principais Schistosoma 

mansoni, S. haematobium, S. japonicum, S. intercalatum e S. mekongi, os quais 

apresentam variadas distribuições geográficas entre os países. Desse modo, o 

Schistosoma mansoni pode ser encontrado na África, Oriente Médio, Caribe, Brasil, 

Venezuela e Suriname. O Schistosoma japonicum pode ser encontrado na China, 

Indonésia e Filipinas. O Schistosoma haematobium pode ser encontrado na África, 

Oriente médio e Córsega (França). Já o Schistosoma mekongi, na Camboja e 

República Democrática Popular do Laos e o Schistosoma intercalatum, na África 

Central (WHO, 2023).  
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Figura 1: Distribuição mundial da esquistossomose 

 

Fonte: WEERAKOON et al., 2015 

 

No Brasil, a espécie prevalente é a Schistosoma mansoni, a qual tem uma 

distribuição ampla entre os estados e apresentou uma prevalência de 0,99% no país 

no último inquérito nacional de 2011 a 2014 (KATZ, 2018). É uma doença endêmica 

em alguns estados do Nordeste e em Minas Gerais, além de ter focos de transmissão 

em outros estados (Figura 2) (FRAZÃO, 2021). 

 
Figura 2: Distribuição da esquistossomose no Brasil 
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Fonte: Sistema de Informação do Programa de Vigilância e Controle da 

Esquistossomose – SISPCE/SVS/MS 

No estado de Pernambuco, a esquistossomose é endêmica em 101 dos 185 

municípios, como é destacado na Figura 3 e, em sua maioria, os casos são notificados 

na zona da mata e na Região Metropolitana do Recife (BARRETO et al., 2015; 

SAUCHA, et al. 2015). Ademais, entre 2008 e 2014 foram identificados 72,6% 

pacientes, dentre 1411 testados, com a forma grave da doença (BARBOSA et al., 

2016). 

 

Figura 3: Distribuição da esquistossomose em Pernambuco 

 

Fonte: SANAR, 2017 

 

1.1.2 Agente Etiológico e Ciclo 

 

O agente etiológico da esquistossomose mansônica é o helminto Schistosoma 

mansoni, classificado como um platelminto achatado da classe Trematoda que possui 

dimorfismo sexual. Ademais, os parasitos também apresentam ventosas orais e 

ventrais para sua adesão e são classificados como hemoparasitos, visto que vivem 

no sangue (MELO; PINTO, 2016; MCMANUS et al., 2018). 

O ciclo de vida do Schistosoma mansoni é heteroxeno, ou seja, possui dois 

hospedeiros, um intermediário, no qual tem sua fase de reprodução assexuada, e um 

definitivo, no qual tem a fase de reprodução sexuada. Seu hospedeiro intermediário é 

o caramujo do gênero Biomphalaria, que vive em água doce (MELO; COELHO, 2016; 

HAILEGEBRIEL, 2022). Em adição, durante seu ciclo de vida, o Schistosoma mansoni 

passa por 6 fases evolutivas: ovo, miracídio, esporocisto, cercária, esquistossômulo e 



16 

 

verme adulto (Figura 4) (REY, 2015).  

O ciclo do S. mansoni se inicia com a liberação dos ovos do Schistosoma 

mansoni nas fezes. O ovo do Schistosoma mansoni possui um formato oval e um 

espículo lateral, apresenta uma casca translúcida e possui um miracídio em seu 

interior. Ao entrarem em contato com a água, os ovos eclodem, liberando o miracídio, 

o qual é a forma evolutiva que infecta o hospedeiro intermediário. Ao infectar o 

caramujo do gênero Biomphalaria, o miracídio se reproduz assexuadamente e se 

transforma em esporocisto e, em 4 a 6 semanas, em cercária. A cercária é liberada 

na água em condições adequadas de luz e temperatura, sendo esta a forma evolutiva 

que infecta o hospedeiro definitivo, o ser humano, quando este entra em contato com 

a água. Após a cercária penetrar na pele do homem, ela perde sua cauda e se 

transforma em esquistossômulo, o qual entra na corrente sanguínea e migra pela 

circulação para os pulmões e fígado, onde atingem a fase adulta e, com a maturidade 

sexual, iniciam o acasalamento. Após isso, os vermes adultos migram para as veias 

mesentéricas e iniciam a postura de ovos, os quais passam pela parede intestinal, 

amadurecem e são eliminados nas fezes, para o início de um novo ciclo (COELHO, 

2008; REY, 2001). 

 

Figura 4: Ciclo do S. mansoni 

 

 

Fonte: GOMES, 2017 
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1.1.3 Hospedeiro Intermediário 

 

O vetor da esquistossomose, caramujos do gênero Biomphalaria, vivem em 

água doce parada ou com pouca correnteza, como rios e canais. Porém, possuem 

uma alta capacidade de adaptação a outros locais úmidos, como locais alagados, 

bueiros e esgotos (PIERI et al., 2012). No Brasil, existem 3 principais espécies de 

Biomphalaria, as quais são infectadas pelo Schistosoma mansoni e possibilitam a 

continuidade do ciclo de vida: Biomphalaria glabrata, Biomphalaria straminea e 

Biomphalaria tenagophila (DE MENDONÇA, 2022). 

O Biomphalaria glabrata (Figura 5) é a espécie que apresenta a melhor 

adaptação como hospedeiro intermediário, visto que possui uma alta capacidade de 

sobreviver à infecção. Tem uma distribuição na faixa litorânea do Brasil, do Pará até 

o Rio Grande do Sul (Figura 6 A) (BEZERRA; FERNANDEZ; THIENGO, 2016).  

 

Figura 5: Caramujo Biomphalaria glabrata 

 

Fonte: AQUAPORTAIL, 2012. 

 

No entanto, o Biomphalaria straminea apresenta uma baixa susceptibilidade ao 

S. mansoni e libera menos cercárias que o B. glabrata (BEZERRA; FERNANDEZ; 

THIENGO, 2016; MELO; COELHO, 2016). Apesar disso, o B. straminea tem uma 

grande distribuição no país, só não está presente no Amapá e em Rondônia (Figura 6 

B) (BRASIL, 2008). 

Já o Biomphalaria tenagophila, possui uma baixa taxa de infecção e tem uma 

distribuição da Bahia ao Rio Grande do Sul (Figura 6 C) (BEZERRA; FERNANDEZ; 

THIENGO, 2016; BRASIL, 2008). 
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Figura 6:  Distribuição dos hospedeiros intermediários da esquistossomose no 

Brasil, (A) Biomphalaria glabrata, (B) Biomphalaria straminea e (C) Biomphalaria 

tenagophila. 

 

Fonte: Adaptado de CARVALHO et al., 2008 

 

1.1.4 Fisiopatologia 

 

As manifestações clínicas da doença são causadas pelo contato com as formas 

evolutivas do Schistosoma, principalmente pelo ovo. A partir do contato da cercária 

com seu hospedeiro definitivo, esta penetra na pele e causa uma reação inflamatória 

chamada dermatite cercariana (JAUREGUIBERRY; PARIS; CAUMES, 2010). Já na 

fase de esquistossômulo, na circulação, o Schistosoma mansoni pode causar reações 

de hipersensibilidade, como mal estar, febre e tosse seca, por onde passa devido a 

resposta do sistema imunológico aos antígenos do verme (LAMBERTUCCI, 2014; 

REY, 2008). Quando verme adulto, nas veias do sistema porta, ocorre a liberação de 

antígenos que também causam uma resposta do sistema imune, com sintomas de dor 

intestinal, diarréia, cefaléia, entre outros (DOMINGUES; FERRAZ, 2012; 

FERNANDES, 2019; REY, 2008). 

O ovo do Schistosoma mansoni é um dos principais responsáveis pelos 

sintomas clínicos. Após a postura dos ovos, estes passam pela parede intestinal e são 

eliminados nas fezes, mas nem todos passam e alguns ficam presos, causando uma 

intensa reação inflamatória granulomatosa. Entretanto, alguns ovos podem ser 

arrastados na circulação e ficam presos no fígado, causando uma reação inflamatória 

com formação de granuloma e, posteriormente, uma fibrose periportal, chamada 

Fibrose de Symmers (DOMINGUES; FERRAZ, 2012; ANDRADE, 2004). 
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1.2 DIAGNÓSTICO 

 

O diagnóstico da esquistossomose é baseado nas características clínicas que 

o paciente apresenta no momento da anamnese. Ademais, também são realizados 

exames laboratoriais para a confirmação da doença. Dentre esses, os principais são 

testes parasitológicos, imunológicos e moleculares (DOS SANTOS SOUZA, 2021). 

 

1.2.1 Parasitológico 

 

O diagnóstico parasitológico da esquistossomose é realizado para a 

identificação direta de alguma forma evolutiva do parasito. O Kato-Katz (KK) é a 

técnica parasitológica considerada pela OMS como padrão ouro, cuja técnica pode 

identificar a intensidade da infecção por meio da quantificação dos ovos de 

Schistosoma mansoni (KATZ; CHAVES; PELLEGRINO, 1972; WHO, 2012). 

A técnica de Kato-Katz é realizada como destacada na Figura 7: As fezes são 

filtradas em uma malha de 60 a 105 µm e a quantidade filtrada é depositada em uma 

placa com um furo sobre uma lâmina, cujo furo permite que a quantidade de fezes 

filtradas colocadas na lâmina seja de 41,7 mg. Após isso, a amostra é coberta com 

uma lamínula plástica contendo o corante verde malaquita e a lâmina pode ser lida 

após seca (KATZ; CHAVES; PELLEGRINO, 1972). 

Quando a amostra é visualizada pelo microscópio óptico, são contados todos 

os ovos da lâmina. O número total de ovos é multiplicado por 24 e se obtém o valor 

de ovos por grama de fezes (OPG) e a intensidade da infecção, que é classificada 

como leve (abaixo de 100 OPG), moderada (entre 100 e 399 OPG) ou grave (igual ou 

acima de 400 OPG) (UZTINGER, 2015). 

 
Figura 7: Técnica parasitológica Kato-Katz 

 

Fonte: JUNIOR; CALVÃO, 2020 
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A técnica de Kato-Katz apresenta uma boa sensibilidade quando a intensidade 

de infecção é alta ou moderada. Allam et al. (2022) relataram uma sensibilidade de 

91,3% e 100% de especificidade quando avaliaram a técnica em uma população de 

50 crianças. Porém, apresenta limitações quando o paciente apresenta uma baixa 

carga parasitária ou para identificar a doença em pacientes que vivem em áreas de 

baixa endemicidade (ENK, 2008). Como destacado por Okoyo et al. (2018), em uma 

área de baixa endemicidade, na qual a sensibilidade obtida para o Kato-Katz foi de 

12,5%, quando o teste foi avaliado em 1878 crianças na Quênia. 

Ademais, métodos adicionais para a detecção parasitológica da 

esquistossomose, utilizadas em menor escala, são técnicas de sedimentação, como 

a de Hoffman e a de Lutz, técnica de eclosão dos miracídios e biópsias em pacientes 

com suspeita da doença que não apresentem ovos nas fezes (BRASIL, 2014; GRAY, 

et al., 2011; LINDHOLZ et al., 2018; ZHAO et al., 2012). 

 

1.2.2 Imunológico 

 

Os testes imunológicos são utilizados na detecção de antígenos circulantes do 

Schistosoma mansoni ou anticorpos específicos contra o parasito (DE JONGE et al, 

1991). 

Os antígenos do parasito são liberados durante seus estágios evolutivos, como 

antígeno cercariano, do ovo e do verme adulto e estes podem ser identificados no 

soro dos pacientes. Ademais, os anticorpos são detectados de forma indireta por meio 

de preparações de antígenos dos parasitos (ABDEL-HAFEZ et al, 1983; DEELDER et 

al, 1994). 

Um dos testes mais utilizados é o Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 

(ELISA), o qual se baseia na utilização de uma placa sensibilizada com antígenos ou 

anticorpos e possui várias variações, como ELISA direto, indireto, sanduíche e 

competitivo (ENGVALL; PERLMANN, 1971; LINDSTROM; WAGER, 1978; KATO, 

1977; YORDE, 1976). Ademais, apresenta sensibilidade que varia de 65,3% a 100% 

e especificidade de 57,4% a 100% (VENGESAI et al., 2023). 

Outra forma de diagnóstico imunológico bastante utilizada é a detecção de dois 

antígenos circulantes, os antígenos catódicos (CCA) e anódicos circulantes (CAA), os 

quais são liberados na circulação por meio da regurgitação de resíduos da 
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alimentação do parasito (HOCKLEY, 1973; SILVA-MORAES et al., 2019). A partir 

disso, foi criado um teste rápido para a detecção dos antígenos catódicos em amostra 

de urina, o POC-CCA, cujos estudos relatam uma sensibilidade de 91,7% a 99,5% e 

especificidade de 63,4% a 75% (FUSS et al., 2018; LAMBERTON et al., 2014). 

Contudo, testes imunológicos apresentam uma sensibilidade mais baixa em 

locais de baixa endemicidade e também para detecção de pacientes com uma baixa 

carga parasitária, pois há também a redução dos antígenos circulantes (VAN 

LIESHOUT et al., 1995). 

 

1.2.3 Molecular 

 

As técnicas moleculares são utilizadas para detectar DNA ou RNA do parasito. 

São técnicas muito utilizadas em áreas de baixa endemicidade, devido a sua alta 

sensibilidade, o que auxilia na detecção da doença em pacientes com baixa carga 

parasitária (MACMANUS et al., 2018). Nas reações de amplificação de DNA, a região 

a ser amplificada (alvos moleculares) correspondem às regiões do genoma do 

Schistosoma mansoni. Destas, os alvos MIT e ITS foram descritos por Fernandéz-

Soto em 2014 e 2020, respectivamente, e são regiões específicas para o S. mansoni. 

Além dessas, outras já foram utilizadas, como a região Sm1-7 e região minissatélite 

(HAMBURGER et al., 1991; OBENG et al., 2008; PENA et al., 1995). 

A Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) é uma técnica de amplificação de 

DNA amplamente utilizada, que atua por meio de ciclos de variação de temperatura e 

possui 3 etapas: A primeira etapa é a Desnaturação, na qual a temperatura varia de 

90 a 95 °C, em que ocorre a quebra das ligações de hidrogênio entre a dupla fita do 

DNA. Após isso, inicia-se a etapa de anelamento, de 50 a 70 °C, na qual um par de 

oligonucleotídeos sintéticos, chamados primers, se ligam às fitas desnaturadas. Por 

fim, a enzima Taq polimerase, que realiza a função de DNA polimerase, faz a extensão 

da fita por meio da adição de desoxinucleotídeos trifosfatados (dNTPs). A visualização 

do produto final da PCR é realizada por meio de eletroforese em gel de agarose 

(RODRIGUES; SILVA; SIQUEIRA, 2006).  

Alguns estudos com a PCR, com o alvo molecular Sm1-7, observaram que a 

mesma apresenta uma sensibilidade de 91% e 100% de especificidade na 

identificação de indivíduos com esquistossomose (CARNEIRO et al., 2013; 

HAMBURGER et al., 1991; OLIVEIRA et al., 2010). Ademais, a PCR pode ser 
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realizada para diferentes tipos de amostras, como caramujos infectados e amostras 

biológicas humanas de fezes, soro e urina (HAMBURGER et al., 1998a; 

HAMBURGER et al., 1998b; HAMBURGER et al., 1991; ENK et al., 2012). Carvalho 

et al. (2012), ao avaliarem a PCR e o Kato-Katz em áreas de baixa endemicidade, 

obtiveram uma sensibilidade de 7,3% para o KK e de 34,7% para a PCR, 

demonstrando que a PCR conseguiu identificar os indivíduos com baixa carga 

parasitária que não foram positivos para o teste parasitológico. 

Ademais, a PCR possui variações que também são bastante utilizadas, como 

a Nested PCR e a PCR em tempo real. A Nested PCR envolve duas reações de 

amplificação, cada uma com um par diferente de primers e apresenta como alvo a 

região 18S do DNA ribossômico (DNAr) de S. mansoni (MELO et al., 2006). O produto 

da primeira reação de amplificação é utilizado como molde para a segunda PCR. 

Assim, a utilização desses dois pares de primers permite realizar um maior número 

de ciclos, aumentando, assim, a especificidade da PCR (GREEN; SAMBROOK, 

2019). No Brasil, a Nested PCR é muito utilizada no monitoramento de caramujos em 

focos de transmissão da esquistossomose (JANNOTTI-PASSOS, 2006). Ademais, um 

estudo de Wanderley no Brasil, em 2017, encontrou uma sensibilidade de 0,1 fg e 

uma especificidade de 100% para a Nested PCR. Em relação a PCR em tempo real, 

é uma variação da PCR que facilita a obtenção do resultado, visto que não é 

necessária a etapa de revelação com o gel de agarose. Ademais, a PCR em tempo 

real utiliza sondas fluorescentes que são detectadas pelo termociclador, o qual produz 

um gráfico, no qual é possível avaliar a quantidade de DNA-alvo na amostra (LEITE 

et al., 2015). As tecnologias de qPCR mais utilizadas são SYBR Green e TaqMan. A 

sonda TaqMan se liga entre os dois primers e detecta a amplificação pela degradação 

da sonda pela Taq polimerase e liberação do fluoróforo, já a sonda que utiliza o 

fluoróforo SYBR Green detecta a amplificação por meio da ligação do corante ao DNA 

de cadeia dupla sintetizada (CAO; SHOCKEY, 2012). Alguns estudos também 

destacam a PCR em tempo real como uma melhor opção para a detecção da doença 

em áreas de baixa endemicidade, quando comparada com técnicas parasitológicas, 

apresentando uma sensibilidade de 80% e especificidade de 92,4% (GUENGAN, 

2019; ESPÍRITO-SANTO, 2014). 

A amplificação isotérmica mediada por Loop (LAMP) é uma técnica 

desenvolvida por Notomi et al. (2000), que também é uma variação da PCR. O LAMP 

possui as mesmas 3 etapas da PCR, desnaturação, anelamento e extensão, a 
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diferença é que funciona em condições isotérmicas, em apenas uma temperatura que 

varia de 60 a 65°C. Além disso, no LAMP, há primers internos, forward inner primers 

(FIP) e backward inner primers (BIP), primers externos, F3 e B3 e loop primers, os 

quais se ligam ao DNA alvo e iniciam a síntese, resultando na formação de alças 

(Figura 8, ‘a’ e ‘b’), que permitem que a sequência alvo seja amplificada 13 vezes a 

cada meio ciclo (Figura 8). Assim, a utilização dos 3 pares de primers garante uma 

alta especificidade na amplificação do DNA da amostra (NOTOMI, 2000; 2015).  

 

Figura 8: Amplificação realizada na técnica de LAMP 

 

 

 

Fonte: Adaptado de WONG et al., 2018. 

 

Dessa forma, o LAMP é bastante utilizado no diagnóstico da esquistossomose 

e, devido a sua reação isotérmica, amplamente avaliada para diagnóstico em campo 

(ABBASI, 2010; GOMES; BARBOSA JÚNIOR; MELO, 2022; GANDASEGUI, 2016; 

FERNÁNDEZ-SOTO, 2020). Ademais, Abassi et al. (2010), o LAMP em caramujos 

infectados com S. mansoni e S. haematobium, no qual o resultado foi positivo após 

apenas um dia de infecção, o que demonstra a alta sensibilidade da técnica, a qual, 

neste trabalho, foi de 0,1 fg. Em 2013, outra pesquisa foi realizada para avaliar a 

eficácia do LAMP em campo, comparando com PCR em tempo real e PCR 

convencional. A sensibilidade obtida para o LAMP pelos pesquisadores foi maior que 

a sensibilidade da PCR convencional em caramujos infectados com 1-2 miracídios 
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com apenas cinco dias de infecção (HAMBURGER et al., 2013).  

Assim, o LAMP é uma técnica que apresenta um potencial para ser utilizada 

em campo e pode ser adaptada para, futuramente, se tornar um teste point-of-care.  

Porém, ainda apresenta viés de possibilidade de contaminação no ambiente e 

dificuldade de estabilização dos reagentes em uma temperatura adequada. Para isso, 

pesquisas vêm sendo realizadas com a liofilização dos reagentes para que a 

estabilidade da técnica seja mantida e seu manuseio minimizado, o que pode ajudar 

a reduzir contaminações (GARCÍA-BERNALT, 2019; MARUSHCHAK et al., 2020; 

MWANGI, 2018). Dessa forma, este trabalho realizou uma avaliação em dois sistemas 

de LAMP, verificando a possibilidade da aplicabilidade da técnica como alternativa 

diagnóstica mais sensível e rápida em condições de campo. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL  

 

 Avaliação da sensibilidade de técnicas moleculares baseadas em LAMP para 

o diagnóstico da esquistossomose mansônica. 

 

2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

• Analisar a sensibilidade analítica dos sistemas SmMIT-LAMP e SmITS-

LAMP liofilizados com quantidades conhecidas de DNA genômico de S. 

mansoni; 

 

• Verificar o desempenho dos reagentes do SmITS-LAMP não liofilizados 

durante um intervalo de tempo fixo. 
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3  METODOLOGIA 

 

A proposta foi avaliada e aprovada pelo Comitê de Ética e Pesquisa (CEP) do 

Instituto de Pesquisas Aggeu Magalhães (Fiocruz-PE), sob o CAAE 

33600620.5.0000.5190, de acordo com o Código de Ética (ANEXO A). 

 

3.1 EXTRAÇÃO DE DNA  

 

Inicialmente, foi realizada a extração de DNA genômico de vermes adultos de 

Schistosoma mansoni, disponibilizados pelo Laboratório de Referência de 

Esquistossomose (SRE) do Instituto Aggeu Magalhães (IAM/FIOCRUZ). 

A partir disso, foi realizado o protocolo de extração por fenol-clorofórmio, 

adaptado pelo Laboratório de Esquistossomose, a partir do método estabelecido por 

Sambrook et al. (1989). 

Foram utilizados cinco vermes adultos machos da cepa LE de Schistosoma 

mansoni. Foi adicionado 1000µl de tampão de lise (50mM Tris, 100mM EDTA, 1% 

SDS, pH 8,0) e 1 mg/ml de proteinase K aos vermes e todos os componentes foram 

homogeneizados e incubados na estufa (Fanem, São Paulo, Brazil) a 56°C por 12 

horas. Após isso, a mistura foi vortexada e centrifugada (Damon, Bedfordshire, UK) a 

14.000 rpm por 5 minutos e, aproximadamente, 800µl de sobrenadante foi transferido 

para um tubo estéril. A extração foi seguida pela adição de 800 µl de fenol, sendo 

levemente homogeneizada e, então, centrifugada a 14.000 rpm por 3 minutos. O 

sobrenadante foi transferido para um tubo estéril e extraído com fenol:clorofórmio (1:1) 

por centrifugação a 14.000 rpm por 1 minuto. Esta etapa foi novamente repetida. 

Depois disso, o sobrenadante foi retirado e adicionado ao clorofórmio (1:1), seguido 

por centrifugação de 14.000 rpm por 1 minuto. Por conseguinte, foi adicionado álcool 

isopropílico ao sobrenadante (1:1) e deixado em repouso até a precipitação completa 

do DNA, durante 20 minutos em um freezer a - 20°C. O tubo foi centrifugado a 14.000 

rpm por 2 minutos, o sobrenadante foi decantado, e então foi aguardada a secagem 

do DNA. Por fim, foi adicionado 500 µl de água livre de nucleases para a ressuspensão 

do material genético, incubando a 90°C no Thermomixer™ (Eppendorf, Hamburg, 

Germany), por 30 minutos, para a inativação de enzimas capazes de degradar o DNA. 

Assim, o DNA genômico extraído dos vermes foi utilizado para a construção de uma 

curva de sensibilidade analítica de fator 10. 
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3.2 CURVA DE SENSIBILIDADE ANALÍTICA 

 

A partir do DNA genômico dos vermes adultos, foi realizada uma diluição em 

série para a obtenção da curva de sensibilidade. A curva de diluição seriada realizada 

foi de fator 10 (1 ng, 100 pg, 10 pg, 1 pg, 100 fg, 10 fg e1 fg) para avaliar a sensibilidade 

analítica. Assim, a curva de sensibilidade analítica foi utilizada em todos os testes para 

a obtenção do limite de detecção dos sistemas LAMP avaliados. 

 

3.3 SISTEMAS LAMP LIOFILIZADOS 

 

Para a realização da liofilização dos sistemas LAMP, foram utilizados 

protocolos adaptados. Antes da liofilização, foi realizado um experimento para o 

SmITS-LAMP e o SmMIT-LAMP para avaliar a sensibilidade dos sistemas não 

liofilizados. Após isso, foi realizada a liofilização no Liofilizador Labconco (Triad, 

Kansas, Missouri, EUA) por um tempo aproximado de 6 horas. 

A liofilização foi realizada com dois Sistemas para cada LAMP. O Sistema 1 

(S1), com todos os reagentes liofilizados, e o Sistema 2 (S2) sem a betaína e sem a 

enzima Bst 2.0 WarmStart®, que somente foram adicionadas no momento do 

experimento. Os experimentos realizados com o LAMP liofilizado estão apresentados 

na Figura 9 abaixo. Após a amplificação, todos os Sistemas (S1 e S2) dos 3 

experimentos foram avaliados por uma curva de sensibilidade analítica. 
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Figura 9: Experimentos realizados com o LAMP Liofilizado 

 

 

Fonte: o autor 

 

          O teste LAMP Liofilizado 1 foi realizado em volume de 25 μL para cada reação, 

em cada sistema (S1 e S2) (Figura 9 (A)). No entanto, o teste LAMP Liofilizado 2 foi 

realizado também para avaliar se a liofilização apresenta melhor desempenho com o 

mix em tubos de 200 μL para cada concentração da curva ou todo o mix em apenas 

um tubo de 1,5 mL (Figura 9 (B) e (C)). Já o teste LAMP Liofilizado 3, em duplicata, 

foi realizado para avaliar a reprodutibilidade do teste (Figura 9 (D)).  

 

3.3.1 Protocolo SmITS-LAMP-L 
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No SmITS-LAMP foi utilizado o protocolo de Gomes et al. (2022). A partir deste, 

foram realizados dois Master mix com um volume final de 25 μL de reação. Foi 

adicionado no Master mix para o Sistema 1 (S1): 1,6 pmol cada um dos primers FIP 

(5’-ATCGCCCTTGGCAGATCAGGCTGTCGTATGCCCTGATGG-3’) e BIP (5’-

ATATGCATGCAAATCCGCCCCGCGGATCGCTTCAACAGTGTA-3’), 0,4 pmol de 

cada primer F3 (5'-TTGACCGGTACCAGC-3'), B3 (5’-CGTGAATGGCAAGCCAAAC-

3’) e Loop (5’-CAGATCAGGCAACCCGAAAG-3’), 1,8 mM de dNTP (Invitrogen, 

Massachusetts, EUA), 1x Tampão de Amplificação Isotérmica [20 mM Tris -HCl (pH 

8,8), 50 mM KCl, 10 mM (NH4)2SO4, 2 mM MgSO4, 0,1% Tween 20] (New England 

Biolabs, Reino Unido), 0,2 M betaína (Sigma, EUA), 6 mM adicionais de MgSO4 (New 

England Biolabs, Reino Unido) e 8 U de Bst 2.0 WarmStart® DNA polimerase (New 

England Biolabs, Reino Unido), além de DNA extraído dos vermes e água ultrapura. 

Em relação ao Sistema 2 (S2), foram adicionados no Master mix os mesmos 

reagentes, com exceção da Betaína e da Bst 2.0 WarmStart® DNA polimerase, que 

foram adicionadas apenas no momento da reação. 

 

3.3.2 Protocolo SmMIT-LAMP-L 

 

No SmMIT-LAMP, foi utilizado o protocolo adaptado de Fernandez-Soto et al. 

(2014). A partir deste, foram realizados dois Master mix com um volume final de 25 μL 

de mistura de reação. Foi adicionado no Master mix para o Sistema 1 (S1): 1,6 pmol 

cada um dos primers FIP (5’-GCCAAGTAGAGACTACAAACATCTT-

TGGGTAAGGTAGAAAATGTTGT3’) e BIP (5’-

AGAAGTGTTTAACTTGATGAAGGGG-AAACAAAACCGAAACCACTA-3’), 0,4 pmol 

de cada primer F3 (5’-TTATCGTCTATAGTACGGTAGG-3’) e B3 (5’-

ATACTTTAACCCCCACCAA-3’), 2,4 mM de cada dNTP (Invitrogen, Massachusetts, 

EUA), 1x Tampão de Amplificação Isotérmica [20 mM Tris-HCl (pH 8,8), 50 mM KCl, 

10 mM (NH4)2SO4, 2 mM MgSO4, 0,1% Tween20] (New England Biolabs, Reino 

Unido), 0,2 M betaína (Sigma, EUA), 6 mM adicionais de MgSO4 (New England 

Biolabs, Reino Unido) e 8 U de Bst 2.0 WarmStart® DNA polimerase (New England 

Biolabs, Reino Unido), além de DNA extraído dos vermes e água ultrapura. 

Em relação ao Sistema 2 (S2), foram adicionados no Master mix os mesmos 

reagentes, com exceção da Betaína e da Bst 2.0 WarmStart® DNA polimerase, que 

foram adicionadas apenas no momento da reação. 
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 3.4 ESTABILIDADE AO LONGO DO TEMPO SMITS-LAMP 

  

Para realizar a avaliação da estabilidade do SmITS-LAMP ao longo do tempo, 

foi empregado o mesmo protocolo do SmITS-LAMP estabelecido por Gomes et al. 

(2022). A partir disso, foram divididos dois sistemas para armazenamento, ambos não 

liofilizados em tubos de 1,5 mL. O sistema 1 com todos os reagentes misturados no 

Master mix e o Sistema 2 com todos os reagentes, exceto a Betaína e a enzima Bst 

2.0 WarmStart® DNA polimerase que foram adicionadas no momento do experimento.   

Ambos os Sistemas foram armazenados de duas formas, na geladeira a 4°C e 

no congelador a -25°C. Após isso, o experimento LAMP foi realizado em 0, 15, 30, 60, 

90 e 180 dias e foi realizada uma curva de sensibilidade para cada sistema para 

avaliar até que ponto o sistema permaneceu estável.  

 

3.5 REVELAÇÃO DOS RESULTADOS LAMP  

 

Os tubos de reação foram inseridos no BIOER LifePro Thermo Cycler 

(Hangzhou, China) a uma temperatura constante de 61 °C por 70 min e depois 

aquecidos a 80 ºC por 5 min, para que a reação fosse interrompida.  

Foram utilizados controles negativos (água) em todos os ensaios LAMP. Os 

resultados positivos para o LAMP foram observados a olho nu pela alteração na cor 

após a adição de 2 μL de corante fluorescente SYBR Green I diluído 1:10 na 

concentração de 10.000 X (Invitrogen, Massachusetts, EUA) aos tubos de reação pós-

amplificação. Uma fluorescência verde corresponde a uma reação LAMP positiva, 

enquanto a laranja original indica uma reação negativa. 



31 

 

4   RESULTADOS 

 

4.1 CURVA DE SENSIBILIDADE PARA O SMMIT-LAMP E SMITS-LAMP ANTES DA 

LIOFILIZAÇÃO 

 

A avaliação do SmMIT-LAMP antes da liofilização dos reagentes apresentou 

uma sensibilidade de 100 pg (Figura 10). 

 

FIGURA 10: Curva de sensibilidade analítica detectada por meio do SmMIT-LAMP 

(100pg), a partir da extração de DNA de Schistosoma mansoni. Controle negativo 

representado por CN. 

 

Fonte: o autor 

 

Para o SmITS-LAMP, o valor mínimo detectado foi de 10 fg (Figura 11) e, a 

partir deste protocolo, no qual foram obtidos os melhores resultados, foram realizados 

os experimentos seguintes. 

 

FIGURA 11: Curva de sensibilidade analítica detectada por meio do SmITS-LAMP 

(10fg), a partir da extração de DNA de Schistosoma mansoni. Controle negativo 

representado por CN. 

 

Fonte: o autor 

 

4.2 SMITS-LAMP LIOFILIZADO 1 COM 25 µL 

 

O resultado do teste de sensibilidade para os sistemas 1 e 2 estão 

apresentados na Figura 12. O S1 foi o único que apresentou amplificação, na 

concentração de 1 ng. 
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Figura 12: Resultado de sensibilidade analítica detectada por meio do SmITS-

LAMP, para o S1 (Com betaína e enzima) e S2 (Sem betaína e enzima) a partir da 

extração de DNA de Schistosoma mansoni. Controle negativo representado por CN. 

 

Fonte: o autor 

 

Para uma melhor visualização dos resultados os microtubos foram expostos à 

luz UV (Figura 13). A partir da Figura 14 é possível observar o único resultado positivo 

(S1 em 1 ng). 

 

Figura 13: Resultados da sensibilidade do S1 e S2 sob luz UV 

 

Fonte: o autor 

 

Figura 14: Resultado aproximado da sensibilidade do S1 na concentração de 1 ng. 
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Fonte: o autor 

4.3 SMITS-LAMP LIOFILIZADO 2 COM MASTER MIX DE 50 µL EM MICROTUBOS DE 200 µL E 

1,5 ML  

 

O teste com um volume de 50 µL de mix para os Sistemas 1 e 2 com o mix 

liofilizado em um microtubo de 1,5 mL não apresentou amplificação, como pode ser 

visto abaixo na Figura 15, em que não houve mudança de cor após a adição do SYBR 

Green. 

 

Figura 15: Resultado de sensibilidade analítica detectada por meio do SmITS-LAMP 

com liofilização dos regentes no tubo de 1,5 mL, para o S1 (Com betaína e enzima) 

e S2 (Sem betaína e enzima) a partir da extração de DNA de Schistosoma mansoni. 

Controle negativo representado por CN. 

 

Fonte: o autor 

 

Já o teste realizado com o mix liofilizado nos microtubos de 200 µL apresentou 

positividade nas concentrações de 100 pg, 10 pg e 1 fg, como destacado na Figura 

16. 

 

Figura 16: (A) Resultado de sensibilidade analítica detectada por meio do SmITS-

LAMP com liofilização dos regentes no tubo de 200 µL, para o S1 (Com betaína e 

enzima) e S2 (Sem betaína e enzima) a partir da extração de DNA de Schistosoma 

mansoni. Controle negativo representado por CN. (B) O mesmo resultado na luz UV. 
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Fonte: o autor 

 

4.4 SMITS-LAMP LIOFILIZADO 3 EM DUPLICATA 

 

O experimento em tubos de 200 µL com 50 µL de volume final para o Sistema 

1 foi repetido em duplicata e apresentou uma sensibilidade de 1 ng como pode ser 

observada na Figura 17. 

 

Figura 17: (A) Resultado de sensibilidade analítica detectada por meio do SmITS-

LAMP com liofilização dos regentes no tubo de 200 µL, para o S1 (Com betaína e 

enzima). Controle negativo representado por CN. (B) E o Mesmo resultado na luz 

UV. 

 

Fonte: o autor 

 

4.5 ESTABILIDADE DO MIX AO LONGO DO TEMPO 

 

O teste para avaliar a estabilidade do mix armazenado em geladeira ou 
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congelador ao longo do tempo apresentou algumas instabilidades, como pode ser 

destacado nas figuras abaixo (Figuras 18-23). O mix que apresentou resultados mais 

estáveis ao longo do tempo foi o congelado do Sistema 1, em que apresentou essa 

estabilidade até 90 dias (Figura 22). Todos os resultados estão descritos na Quadro 

1. 

 

Quadro 1: Resultados da avaliação da estabilidade do LAMP ao long do tempo 

Dias Resultado 

0 dias Sensibilidade de 1 fg para S1 (geladeira) 

15 dias Sensibilidade de 100 fg para S1 (congelador) 

30 dias Sensibilidade de 100 fg para S2 (geladeira) 

60 dias 
Sensibilidade de 100 fg para S2 (geladeira) e 1 pg para o S1 

(congelador) 

90 dias Sensibilidade de 1 pg para o S1 (congelador) 

180 dias 
Nenhuma das condições manteve um bom padrão de 

sensibilidade 

 

 

Figura 18: SmITS-LAMP com mix não liofilizado com Enzima e Betaína (S1) e sem 

Enzima e Betaína (S2), armazenado em geladeira e congelador no Tempo 0. 

Apresentou sensibilidade de 1 fg para S1 armazenado em geladeira. 
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Fonte: o autor 

 

Figura 19: SmITS-LAMP com mix não liofilizado com Enzima e Betaína (S1) e sem 

Enzima e Betaína (S2), armazenado em geladeira e congelador no Tempo 15 dias. 

Apresentou sensibilidade de 100 fg para S1 armazenado em congelador. 

 

Fonte: o autor 

 

Figura 20: SmITS-LAMP com mix não liofilizado com Enzima e Betaína (S1) e sem 

Enzima e Betaína (S2), armazenado em geladeira e congelador no Tempo 30 dias. 

Apresentou sensibilidade de 100 fg para S2 armazenado em geladeira. 

 

Fonte: o autor 

 

Figura 21: SmITS-LAMP com mix não liofilizado com Enzima e Betaína (S1) e sem 

Enzima e Betaína (S2), armazenado em geladeira e congelador no Tempo 60 dias. 

Apresentou sensibilidade de 100 fg para S2 armazenado em geladeira e 1 pg para o 

S1 armazenado em congelador. 
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Fonte: o autor 

 

Figura 22: SmITS-LAMP com mix não liofilizado com Enzima e Betaína (S1) e sem 

Enzima e Betaína (S2), armazenado em geladeira e congelador no Tempo 90 dias. 

Apresentou sensibilidade de 1 pg para o S1 armazenado em congelador. 

 

Fonte: o autor 

 

Figura 23: SmITS-LAMP com mix não liofilizado com Enzima e Betaína (S1) e sem 

Enzima e Betaína (S2), armazenado em geladeira e congelador no Tempo 180 dias. 

Nenhuma das condições manteve um bom padrão de sensibilidade. 
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Fonte: o autor 
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5   DISCUSSÃO 

 

Os sistemas SmMIT-LAMP e SmITS-LAMP não liofilizados apresentaram 

sensibilidade analítica de 100 pg e 10 fg, respectivamente. Após a liofilização, o 

SmITS-LAMP apresentou uma redução na sensibilidade, a qual alcançou até 1 ng 

apenas para o Sistema 1 (S1), com betaína e com enzima. O mesmo resultado se 

repetiu quando realizado em duplicata de 50 mL. Ademais, nos testes com microtubos 

de 200 µL e 1,5 mL, apenas os testes realizados nos microtubos de 200 µL 

apresentaram positividade, nas concentrações de 100 pg, 10 pg e 1fg, apenas para o 

S1. Para a avaliação da estabilidade do SmITS-LAMP não liofilizado, ao longo do 

tempo, foi observado que o LAMP manteve por mais tempo a estabilidade apenas no 

S1 congelado a -25°C por 90 dias. 

Em relação à curva de sensibilidade, o SmMIT-LAMP e o SmITS-LAMP 

apresentaram sensibilidade analítica de 100 pg e 10 fg, respectivamente. Já 

Fernandéz-Soto et al. (2014), na Espanha, obtiveram um resultado de 1 fg para o 

SmMIT-LAMP e em 2020 obtiveram um resultado de 1 pg para o SmITS-LAMP. Já 

Abassi et al. (2010), em Israel, alcançaram uma sensibilidade de 1 fg quando 

realizaram o LAMP com a região alvo Sm1-7. Com isso, é possível observar que não 

existe ainda uma padronização para a sensibilidade do LAMP, pois cada protocolo 

pode apresentar um resultado diferente, dependendo de suas variações nas 

concentrações e quantidades de reagentes, das diferentes regiões alvo, além de 

variações nos equipamentos utilizados.  

Devido à redução da sensibilidade do SmMIT-LAMP, este não seguiu para os 

experimentos de liofilização, visto que se espera uma diminuição na sensibilidade da 

técnica após sua liofilização, como foi observado no SmITS-LAMP. Para evitar a 

possível redução da sensibilidade, Carter et al. (2018), Chen et al. (2017), García-

Bernalt et al. (2019) e Agel (2020) utilizaram estabilizantes em seus estudos com 

LAMP, os quais são a base de açúcares, como a Trealose, a Sacarose e a Estaquiose 

e, com isso, não observaram perdas significantes de sensibilidade. Logo, o uso de 

estabilizantes para a liofilização de reagentes é algo que pode ser explorado em 

trabalhos futuros para que o sistema LAMP se mantenha com uma boa sensibilidade. 

Após a liofilização do SmITS-LAMP, a sensibilidade obtida para o teste foi de 1 

ng. Já Hayshida et al. (2015), no Japão, obtiveram uma sensibilidade de 100 fg para 

a técnica de LAMP liofilizada para o protozoário Trypanosoma brucei. Entretanto, 
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García-Bernalt et al. (2019), na Espanha, avaliaram o LAMP liofilizado para 

Schistosoma mansoni e obtiveram resultados positivos para uma concentração de 

DNA genômico de Schistosoma mansoni de 1 ng, porém não avaliou a técnica por 

meio de uma curva de sensibilidade analítica. Assim, observa-se que não há muitos 

estudos relacionados à liofilização do LAMP, principalmente para a esquistossomose. 

Logo, são necessárias adaptações de protocolos que obtiveram uma boa 

sensibilidade para a detecção do Schistosoma mansoni, com o objetivo de se alcançar 

um melhor resultado, principalmente para a identificação de pessoas infectadas com 

baixa carga parasitária e residentes de áreas endêmicas. 

Quando realizado pela segunda vez, em duplicata, o SmITS-LAMP liofilizado 

apresentou o mesmo resultado para o S1 (1 ng). O autor García-Bernalt et al. (2019), 

na Espanha, quando avaliou o LAMP liofilizado para a esquistossomose, também fez 

o experimento em duplicata e ambos apresentaram resultados positivos, com uma 

sensibilidade analítica de 1 ng. Assim, destaca-se a importância da duplicata, a qual 

demonstra que o teste realmente funciona, o que ajuda a destacar a reprodutibilidade 

da técnica realizada. 

 A liofilização dos reagentes do SmITS-LAMP, em microtubos de 200 µL e de 

1,5 mL, foi realizada com o objetivo de identificar qual seria a melhor forma de preparar 

o Master Mix liofilizado: com todos os Master Mix dos pontos da curva em um único 

tubo de 1,5 mL para depois da ressuspensão distribuir 50 µL em cada microtubo da 

curva ou liofilizar os reagentes de cada ponto da curva direto nos microtubos de 200 

µL. Com isso, apenas o experimento realizado com o Master Mix liofilizado direto nos 

microtubos de 200 µL apresentaram positividade, no S1, de 100 pg, 10 pg e 1 fg. Já 

García-Bernalt et al. (2019) na Espanha, obtiveram um resultado diferente, visto que 

realizaram a liofilização dos reagentes em microtubos de 1,5 mL e obtiveram 

resultados positivos. Beissner et al. (2015), em Gana, também realizaram a liofilização 

dos reagentes em microtubos de 1,5 mL e obtiveram resultados positivos para o LAMP 

liofilizado. Isso remete a questão dos diferentes resultados no LAMP, visto que as 

diferenças de protocolo são as responsáveis pelas variações dos resultados obtidos. 

Ademais, a realização da liofilização diretamente nos microtubos de 200 µL agiliza o 

teste, visto que após a ressuspensão dos reagentes liofilizados e a adição da amostra, 

o microtubo vai direto para o Termociclador. Além disso, também evita o contato com 

os reagentes do Master Mix, o que pode ajudar a minimizar a possível contaminação 

do teste.   
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Por fim, na avaliação do SmITS-LAMP não liofilizado ao longo do tempo, o S1 

manteve sua estabilidade por 90 dias quando congelado a -25°C. Já Thekisoe et al. 

(2009), no Japão, analisou a estabilidade do LAMP para a detecção do DNA genômico 

do Trypanosoma brucei brucei nas temperaturas 25°C, 37°C e -20°C e atingiu uma 

sensibilidade analítica de 0,01 pg quando armazenado nas temperaturas de 25°C e -

20°C. Ademais, García-Bernalt et al. (2019) realizaram essa avaliação da estabilidade 

com o LAMP já liofilizado, o qual se manteve estável na geladeira por até 5 meses. 

Assim, observa-se que são necessários mais estudos com o SmITS-LAMP para que 

este alcance uma melhor estabilidade em temperatura ambiente, o qual possibilita que 

o teste seja utilizado como point-of-care e que seja adaptado para o formato de kit 

diagnóstico. Ademais, o teste também pode ser realizado com o LAMP liofilizado, o 

que possibilitaria uma estabilidade por um tempo mais longo. 
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6 CONCLUSÃO 

 

• Conclui-se que são necessárias mais etapas de otimização para que a 

sensibilidade do SmITS LAMP Liofilizado alcance um desempenho 

similar ao sistema não liofilizado. 

• A avaliação do mix não liofilizado ao longo do tempo também 

apresentou alguns problemas, como positividades alternadas ao longo 

das curvas e alguns casos de positividade no controle negativo o que 

reflete a baixa reprodutibilidade da técnica. 

• Ademais, apesar de o Sistema 1 ter apresentado um bom resultado, é 

necessária a realização de mais ensaios e estudos para que o sistema 

possa ser melhorado e fique mais estável. 
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