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Resumo 

No ano de 2020 a Organização Mundial da Saúde decretou (OMS) pandemia à nível 

mundial causada pelo SARS-CoV-2. Diversos métodos diagnósticos foram propostos, 

principalmente imunológicos e   moleculares, inclusive pelo Centers for Disease Control 

and Prevention, para identificar o vírus.      Este trabalho tem como objetivo validar e 

padronizar a uma técnica de Loop-mediated isothermal Amplification (LAMP) tendo 

como alvo uma região do gene da RNA polimerase viral, tendo em vista que o LAMP 

é um método mais rápido e de menor custo quando comparado aos demais métodos 

moleculares. Este trabalho descreve os resultados obtidos com a metodologia de 

LAMP proposta, aplicada em 115 amostras de nasofaringe (43 positivas para SARS-

CoV2 e 72 negativas), previamente testadas pela metodologia da reação em cadeia 

da polimerase em tempo real com transcrição reversa (RT-PCR), determinando sua 

sensibilidade e especificidade. A técnica de LAMP proposta mostrou sensibilidade de 

90,7%, e especificidade de 100%, para um limite de detecção de 40 cópias/µl. O valor 

preditivo positivo foi de 100% e o valor preditivo negativo de 94,7%, com acurácia de 

96,5%. A técnica de LAMP também apresentou a possibilidade de ser aplicada sem 

modificações para a detecção das novas variantes do SARS- CoV2. O método de 

LAMP, usado como gene alvo a região RNA Polimerase (RP). quando comparado com 

o RT-PCR, demonstrou ser uma técnica rápida e de menor custo, podendo ser uma 

excelente alternativa para países em desenvolvimento e com poucos recursos. O teste 

mostrou adequada sensibilidade para a identificação de amostras com cargas virais 

baixas (40 cópias/µl) e altas (>4000 copias/µl), porém, em amostras com carga viral 

extremamente baixas (<40 cópias/µl), e detectadas por RT-PCR, podem resultar falso-

negativas. Para corroborar o uso da técnica de LAMP, foi realizada uma revisão 

sistemática com meta-análise sobre o uso da metodologia de LAMP para a detecção 

doSARS-CoV-2. A busca resultou em 229 artigos, dos quais 19 artigos foram 

selecionados para compor a revisão final. A metodologia de LAMP mostrou uma alta 

especificidade na detecção de SARS-CoV-2 e uma ampla variação de valores de 

sensibilidade. O método LAMP foi considerado um método rápido e altamente 

específico para detecção de SARS-CoV-2; no entanto, algumas variáveis como o pH 

das amostras e concentração do RNA viral podem afetar sua sensibilidade e 

desempenho geral. 
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Abstract 

In 2020, the World Health Organization (WHO) declared the state of global pandemic 

caused by SARS-CoV-2. To identify the virus, several immunological and molecular 

assays have been proposed by international agencies, including the Centers for 

Disease Control and Prevention. The aim of this study was to validate and standardize 

a Loop-mediated isothermal Amplification (LAMP) method targeting the viral RNA 

polymerase gene, as a faster and low-cost assay as compared to other molecular 

techniques. This paper describes the results obtained with the proposed LAMP 

methodology, applied to 115 nasopharyngeal samples (43 positive for SARS-CoV2 

and 72 negative), previously tested by reverse transcription polymerase chain reaction 

assay (RT-PCR). The proposed LAMP technique showed a sensitivity of 90.7% and a 

specificity of 100%, for a detection limit of 40 copies/µl. The positive predictive value 

was 100% and the negative predictive value was 94.7%, with an accuracy of 96.5%. 

The LAMP technique also presented the possibility of being applied without 

modifications for the detection of new variants of SARS-CoV2. The LAMP methodology 

using the SARS-CoV-2 RP gene as the target was faster and less expensive than other 

molecular approaches such as the RT-PCR, making it an excellent alternative for 

developing countries and those with few resources. The test showed adequate 

sensitivity for identifying samples with low (40 copies/µl) and high (>4000 copies/µl) 

viral loads, however, in specimens with extremely low viral loads (<40 copies/µl), 

previously detected by RT-PCR, may result in false negatives when using the LAMP 

assay. To corroborate the use of the LAMP technique, a systematic review with meta-

analysis was carried out on the use of the LAMP methodology for the detection of 

SARS-CoV-2.. The search resulted in 229 articles, of which 19 articles were selected 

to compose the final review. In general, the LAMP methodology showed high specificity 

in the detection of SARS-CoV-2 and a wide range of sensitivity values. The LAMP 

assay was considered a rapid and highly specific method for detecting SARS-CoV-2; 

however, some variables such as sample pH and viral RNA concentration can affect 

its sensitivity and overall performance. 

Keywords: SARS-CoV-2; LAMP; COVID19.  
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1. INTRODUÇÃO 

Em dezembro de 2019 o mundo entrou em estado de alerta com o anúncio de 

muitos casos de pneumonias causadas por um novo coronavírus, confirmado como 

sendo uma espécie nova de coronavírus na primeira semana de janeiro de 2020. 

Oriundo da província chinesa de Wuhan, o vírus disseminou-se rapidamente e 

causando diversos sintomas respiratórios nos pacientes infectados. Em 31 de janeiro 

de 2020, a Organização Mundial da Saúde (OMS) declarou “Estado de Emergência 

de Saúde Pública de Importância Internacional” (ESPII). Para impedir a disseminação 

do vírus foram estabelecidos protocolos de contenção e isolamento social, mesmo 

assim a disseminação global do vírus foi inevitável, resultando em formas graves de 

COVID-19 entre os infectados, tendo como consequência alto número de óbitos em 

diversos países.  

A COVID-19 foi reconhecida como a quinta pandemia de vírus respiratórios desde 

a de 1918. Desde seu início, diversas estratégias de métodos diagnósticos foram 

propostos para a detecção do vírus, iniciando com os testes moleculares e seguidos 

por testes imunológicos (1). Diversas organizações desenvolveram seus próprios 

métodos para a detecção do SARS-CoV-2, incluindo o  Centers for Disease Control 

and Prevention (CDC), e o Instituto Johns Hopkins, que comparou diversos ensaios 

publicados em diferentes regiões (2-5). 

A principal metodologia utilizada foi a reação em cadeia da polimerase em tempo 

real (RT-PCR), precedida pela transcrição reversa do RNA viral. A RT-PCR possui 

alta sensibilidade e especificidade para a identificação da presença do vírus em 

amostras clínicas, porém é um método que exige treinamento e equipamentos 

especiais, e cujo custo pode ser demasiado elevado para determinados centros que 

almejam a detecção deste patógeno. Este trabalho tem como objetivo validar e 

padronizar uma técnica baseada em Loop-Mediated Isothermal Amplification (LAMP) 

para a detecção direta do SARS-CoV-2 em amostras de nasofaringe, sendo mais 

rápida, menos trabalhosa e com menor custo quando comparado aos demais métodos 

moleculares. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1. SARS-COV-2: Epidemiologia 

No dia 31 de dezembro de 2019, a Organização Mundial da Saúde (OMS) foi 

notificada sobre o surgimento de 54 casos de pneumonia sem causa evidente, na 

província de Wuhan, China. Em 07 de janeiro de 2020, autoridades chinesas 

confirmaram que os casos estavam associados à infecção por um novo vírus 

respiratório pertencente à classe dos coronavírus. À doença causada pela infecção 

deste novo vírus deu-se o nome de Doença do Coronavírus-2019 (COVID-19) (6). 

Os casos de infecções pelo SARS-CoV-2 foram relatados em janeiro de 2020 na 

Tailandia e, em poucos meses, aumentaram exponencialmente, espalhando-se para 

todos os continentes, com exceção da Antártica (7, 8). Em 30 de janeiro de 2020 foi 

registrado o primeiro caso de COVID-19 na Índia e logo após começaram aumentar 

as notificações (7). Em Abril de 2020 os casos confirmados estavam sendo relatado 

em todo mundo, principalmente entre: Estados Unidos (32,63%), Espanha (6,32%), 

Rússia (5,28%), Reino Unido (5,23%), Itália (5,23%), França (4,22%), Alemanha 

(4,09%), Brasil (3,88%), Turquia (3,30%), Irã (2,56%), e outros países apresentavam 

uma taxa de detecção inferior a 2% (9). 

Na Itália a epidemia apresentou uma curva de crescimento de casos exponencial, 

amplamente divulgada inclusive nos meios de comunicação, provavelmente devido a 

presença de indústrias, agricultura e comercio internacional. Além disso, locais com 

maior poluição por material particulado fino demostraram aumento significativo de 

casos de infecções respiratórias, a taxa de letalidade causada pelo SARS-CoV-2 na 

Itália chegou à 11,7% (10). 

A nível mundial a taxa de letalidade da COVID-19 foi de 6,3%, porém, dependendo 

do local e faixa etária dos infectados, foi superior a 15%. Segundo os primeiros 

modelos de contingencia adotados para a COVID-19, eram necessárias 10 a 12 

semanas para controlar um surto na comunidade (11). No Brasil, o primeiro caso 

reportado como confirmado foi em fevereiro de 2020 em um paciente que retornava 

de uma viagem à Itália, e em março 2020 foi notificada a primeira morte associada ao 

COVID-19, ambos no estado de São Paulo (12). A partir do surgimento de novos 
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casos, a OMS declarou estado de surto, e foram preconizadas medidas de isolamento 

social e fechamento das escolas como medidas emergenciais. Em abril de 2020 a 

taxa mundial de mortalidade era de 5,68% e os programas de rastreio colaboraram 

para a identificação e contenção de casos nos grandes centros (11-13). 

Até novembro de 2022, foram notificados 637.404.847 casos confirmados de 

Covid-19 e 6.608.893 mortes, mostrando uma situação pontual de aumento na 

Europa, onde foram confirmados 264.434.340 casos. O acompanhando do 

crescimento dos números da pandemia pode ser realizado através do dashboard 

(https://covid19.who.int/), divulgado e atualizado diariamente pela OMS (14).  

No Brasil o primeiro caso confirmado de COVID-19 foi em fevereiro de 2020 de 

um paciente que retornava da Itália, logo após o aumento dos casos foi exponencial 

tornando o Brasil o epicentro das infecções por SARS-CoV-2 nas américas que 

mostraram mais de 21,2 milhões de casos e 591,000 mortes em setembro de 2021 

(12).  De acordo com Giovanetti et al (2022), o surgimento de novas variantes no Brasil 

teve início em 2021, com a segunda onda de COVID-19 e o aparecimento no pais das 

variantes Gamma, Alpha/B1.1.7 e Zeta (12). Conforme dados disponibilizados pela 

OMS sobre o coronavírus, em 9 de outubro de 2022 foram relatados globalmente mais 

2,8 milhões de casos novos de COVID-19 e cerca de 9.000 vítimas fatais registradas 

neste período (15). 

 

2.2. SARS-COV-2: Estrutura viral 

Os coronavírus são uma classe de vírus amplamente distribuídos, que infectam 

mamíferos e aves, causando doenças de trato respiratório ou gastrointestinais 

geralmente leves, com exceção da SARS e da MERS(16). O genoma dos coronavírus 

é composto de RNA de fita simples de sentido positivo, sendo o mais extenso dentre 

todos os genomas encontrados em vírus de RNA (16, 17). O sequenciamento genético 

do SARS-CoV-2, inicialmente obtido a partir de isolados de cinco pacientes em Wuhan 

no início da pandemia, demonstrou uma semelhança de aproximadamente 80% com 

a sequência genômica do SARS-CoV e 96% com a cepa RaTG13 de coronavírus de 

morcego, sugerindo que este novo coronavírus seria uma evolução natural desta cepa 

https://covid19.who.int/
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(18). 

No entanto, novas pesquisas sugeriram que um outro hospedeiro intermediário, o 

mamífero pangolim, estava associado à mutação que tornou o novo coronavírus 

infectante para seres humanos. Segundo Lam et al, o genoma do SARS-CoV-2 

apresenta 97,4% de similaridade com a sequência de um coronavírus de pangolim 

Guangdong em seu domínio de  ligação com o receptor, embora assemelhe-se mais à 

cepa RaTG13 de morcego no restante do genoma (19). 

O genoma do SARS-CoV-2 contem genes que codificam quatro proteínas 

estruturais do vírus, são elas: proteína espícula (S, spike), de membrana (M), de 

envelope (E) e do nucleocapsídeo (N) e outras 16 proteínas não estruturais (NSP) que 

auxiliam nos processos de replicação e transcrição de novos vírions, além de algumas 

proteínas acessórias (16). Os vírus SARS-CoV típicos contem, pelo menos, seis 

regiões denominadas Open Reading Frame (ORF) em seu genoma, com exceção dos 

Gammacoronavirus, com nsp1 em sua estrutura que codifica proteínas estruturais. No 

SARS-CoV-2 a Região ORF1a/b tem cerca de dois terços do comprimento do genoma 

e codifica 16 nsps, contendo dois polipeptídios pp1a e pp1ab, que produzem proteínas 

com características de proteases. Além disso, há também a proteína Hemaglutinina 

Esterase (HE), responsável pela manutenção e replicação do genoma viral (20). A 

figura 1 apresenta o esquema de organização das proteínas virais do SARS-CoV-2 

 

Figura 1: Figura representativa do SARS-CoV-2. Fonte: Adaptado de Mousavizadeh 
e Ghasemi 2020. 
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2.2.1. Variantes do SARS-CoV-2 

Os vírus, particularmente com material genômico RNA, são conhecidos por 

sofrerem mutações devido à baixa capacidade de revisão da enzima RNA polimerase, 

facilitando com isso o aparecimento de vírus emergentes, com melhor adaptação para 

infectarem seus hospedeiros (21). O SARS-CoV-2 também demonstrou produzir 

mutações e recombinações, aumentando a preocupação dos órgãos de saúde 

pública. Durante a pandemia foram notificados em diversas regiões do mundo o 

surgimento de variantes, sendo atribuindo nomes distintos a cada mutação que surgia 

(22). As novas variantes modificavam a transmissibilidade e a virulência do vírus. Com 

isso, em abril de 2022 o CDC propôs uma classificação de todas as variantes do 

SARS-CoV-2 encontradas até aquele momento, estabelecendo também as 

características próprias de infecciosidade e preocupação epidemiológica de cada 

variante (22, 23). Essas variantes foram classificadas em: Variante monitorada 

(Variant Being Monitored – VBM), Variante de Interesse (Variant of interest – VOI), 

Variante de Preocupação (Variant of Concern – VOC) e Variante de alta consequência 

(Variant of High Consequence – VOHC) (22, 23), que serão descritas a seguir. 

 

2.2.1.1. Variante monitorada (Variant Being Monitored – VBM) 

As VBM são variantes onde os índices indicam que pode haver potencial 

impacto nas medidas médicas aprovadas ou autorizadas, associadas a um 

prognóstico mais grave ou transmissibilidade aumentada, mas com circulação baixa 

ou não detectada. Indiferente aos índices, essas variantes continuam sendo 

monitoradas devido ao risco à saúde pública. De acordo com CDC, nesta classificação 

entram: Alpha (B.1.1.7 e linhagens Q), Beta (B.1.351 e linhagens descendentes), 

Gamma (P.1 e linhagens descendentes), Delta (B.1.617.2 e linhagens AY), Epsilon 

(B.1.427 e B.1.429), Eta (B.1.525), Iota (B.1.526), Kappa (B.1.617.1), 1.617.3, Mu 

(B.1.621, B.1.621.1) e Zeta (P.2) (22). 
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2.2.1.2. Variante de Interesse (Variant of interest – VOI) 

As VOI são variantes que apresentam regiões genéticas alteradas, associadas 

a ligação do receptor e possibilidade de ocorrer a diminuição da neutralização por 

anticorpos gerados por infecção previa do vírus ou vacinação, ocasionando um 

aumento da transmissibilidade e agravamento da doença. Nesta classificação foram 

rastreadas: Epsilon (B.1.427 e B.1.429), Zeta (P.2), Eta (B.1.525), Theta (P.3), Iota 

(B.1.526), Kappa (B.1.617.1), Lambda (C.37) e Um (B.1.621) (22, 24). 

 

2.2.1.3. Variante de Preocupação (Variant of Concern – VOC) 

As VOC são variantes associadas ao aumento da transmissibilidade, 

agravamento da doença, falhas na detecção do vírus e redução significativa da 

neutralização por anticorpos induzidos por infeção prévia ou vacinação. Essas 

variantes exigem mais atenção e ações apropriadas dos órgãos de saúde pública, 

sendo esta classificação atualizada com o surgimento de novas mutações: Omicron 

(B.1.1.529, BA.1, BA.1.1, BA.2, BA.3, BA.4 e linhagens BA.5) (22). 

 

2.2.1.4. Variante de alta consequência (Variant of High 

Consequence – VOHC) 

As Variantes chamadas VOHC são similares às VOC e VOI, mas demostram, de 

acordo com CDC, evidencias claras de redução da eficácia, em relação as variantes 

anteriores, em medidas de prevenção e intervenção médica. Entretanto até o 

momento não foram identificadas variantes VOHC nos Estados Unidos   

 

2.3. Características Laboratoriais 

Diversos parâmetros e marcadores ainda estão sendo aferidos em pacientes para 

a identificação precoce do prognóstico do paciente som a COVID-19.  
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Com relação aos aspectos hematológicos, no estudo conduzido na China por 

Bingwen e colaboradores, foi demonstrado no hemograma que podemos observar, 

em alguns pacientes na admissão do serviço de saúde, uma leucopenia (<4.000 White 

Blood Cell [WBC]), com apenas um paciente apresentando uma leucopenia grave, 

com <2.000 WBC (25). Além disso outros autores relataram linfopenia e 

monocitopenia como um prognóstico ruim para o paciente (25-27). Em comparação, 

um estudo mostrou uma neutrofilia absoluta em pacientes logo que admitidos no 

serviço de saúde, com neutrófilos >5 x109/L em 14/40 casos (28). 

Adicionalmente, é possível notar algumas alterações morfológicas nas distensões 

sanguíneas destes pacientes, como, por exemplo, observação de linfócitos atípicos, 

sendo alguns com aspectos plasmocitóides (28,29).Outra anormalidade visualizada 

em pacientes graves foram os chamados “cristais da morte” ou “cristais verdes” 

presentes nos neutrófilos e monócitos. Esses achados foram mais comumente 

encontrados em pacientes com doença hepática severa (30). 

Referente às plaquetas e seu consumo, os estudos mostraram que podem estar 

levemente ou severamente diminuídas, e isso pode ser o estágio inicial da 

Coagulação Intravascular Disseminada (CIVD). (25). Alguns marcadores são úteis 

para este tipo de coagulopatia da CIVD, que mostram um tempo prolongado como 

tempo tromboplastina parcial ativado (TTPA) e tempo de protrombina (TP), que, em 

conjunto com o aumento dos níveis de D-dímeros apontam para o diagnóstico de 

CIVD (27). 

Já na avaliação bioquímica, foram observados níveis aumentados de lactato 

desidrogenase (LDH), ferritina e prolactina (27). O quadro se caracteriza como uma 

infecção sistêmica com aumento da interleucina-6, e, com isso requer atenção para o 

desenvolvimento de uma anemia de doença crônica originada pela liberação de 

hepcidina e, consequentemente, o fechamento dos canais de ferroportina (25, 27). 

 

2.4. Métodos de detecção do antígeno 

Com a necessidade de testes rápidos para laboratórios, ou em locais de 

atendimento (point-of-care), foram criados emergencialmente diversos imunoensaios 
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para a identificação de antígenos virais e anticorpos       (IgM e IgG) produzidos pela 

infecção viral. Inicialmente porém, a maioria destes testes não mostraram uma 

sensibilidade e especificidade elevada (31, 32). Também foram desenvolvidos testes 

para a detecção de proteínas virais diretamente em amostras respiratórias (swabs 

nasais e nasofaringe) e até mesmo saliva, empregando tecnologias variáveis de 

detecção, como imunoensaios tipo sanduiche de fluxo lateral, imunofluorescência 

fluídica e cromatográficos digitais (31). Boum e colaboradores (2021) demostraram 

baixa sensibilidade na detecção do SARS-CoV-2 com testes de antígeno e anticorpos, 

com sensibilidade de 80,0% e 26,8%, respectivamente, nos primeiros 7 dias após o 

início dos sintomas clínicos. Com testes para detecção de anticorpos sendo utilizado 

após 14 dias do início dos sintomas, obteve-se um aumento de sensibilidade, para 

76,4% (32). De acordo com fabricantes dos testes para detecção do antígeno, entre 5 

e 7 dias do início dos sintomas, a precisão destes testes seria semelhante aos testes 

moleculares. Além disso, em alguns estudos foi demostrado que que nos primeiros 8 

dias dos sintomas o vírus pode ser cultivado  (33-35).  

Em comparação com a reação em cadeia da polimerase junto a transcrição 

reversa, o teste de ELISA (Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay) para o antígeno 

em pacientes sintomáticos mostrou uma sensibilidade de 94,0% e especificidade de 

91,0% (32). A OMS recomendou que em locais onde testes moleculares não estavam 

disponíveis ou onde o tempo para o resultado estava prolongado devido à alta 

demanda, se poderia utilizar testes de antígenos para a detecção do SARS-CoV-2 

(31). 

Peeling e colaboradores (2021) compararam os principais testes para detecção 

de antígeno, que seguiam a recomendação da OMS, com um mínimo de 80% de 

sensibilidade e 97% de especificidade para diagnóstico rápido. No estudo, ficou 

demonstrado que a especificidade do teste pode ser um problema em períodos de 

baixa prevalência da infecção, acompanhado pelo valor preditivo positivo que 

aumenta ou diminui proporcionalmente de acordo com o estado epidemiológico da 

região. Os autores demonstraram que estes testes poderiam levar a altas taxas de 

falso-positivos e devem ser acompanhados de testes sorológicos e testes moleculares 

para confirmação dos resultados, sendo ferramenta necessária para locais endêmicos 

e com altas taxas de cargas virais (35).  
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Entretanto, mesmo com a evolução das metodologias de detecção de antígenos 

ou anticorpos, os testes baseados na amplificação de ácidos nucleicos virais são os 

que possuem maior capacidade para a detecção do vírus, incluindo o período inicial 

do aparecimento dos sintomas, potencialmente com maior potencial para controle de 

isolamento e diminuição das chances de transmissibilidade do vírus entre pessoas 

assintomáticas próximas (32). 

 

2.5. Metodologia da RT-PCR 

Utilizado como padrão ouro para testes moleculares a reação em cadeia da 

polimerase (PCR) foi desenvolvida nos anos 80 e aprimorada até hoje. O método 

baseia-se na por amplificação específica de um fragmento de DNA ou cDNA alvo, 

resultando em bilhões de fragmentos deste DNA alvo, possibilitando a qualificação 

e/ou quantificação do número de cópias do material genético em estudo (36, 37). 

Com os avanços tecnológicos foi possível desenvolver técnicas onde são utilizadas 

moléculas fluorescentes para a detecção da amplificação em tempo real. Passaram a 

ser utilizadas sondas marcadas com moléculas fluorescentes ou fluoróforos 

intercalantes de DNA, como o SYBR-Green, assim possibilitando o acompanhamento 

em tempo real da amplificação da região de interesse (37). 

A técnica da PCR geralmente utiliza um par de oligonucleotídeos iniciadores 

(primers) para flanquear a região de interesse ou gene alvo para a amplificação. Após 

a etapa de desnaturação das cadeias de DNA e o anelamento específico dos primers 

em suas sequencias complementares, uma enzima (Taq polimerase) polimerase 

adiciona as bases nitrogenadas complementando a sequência das cadeias 

amplificando a região compreendida entre os primers utilizados, resultando em bilhões 

de cópias da região alvo.   Quando há a necessidade de amplificação de um alvo de 

RNA, é crucial uma etapa anterior à amplificação pela PCR, que é chamada de 

transcrição reversa, onde um enzima (Reverse Transcriptase - RT) converte 

previamente o RNA em cDNA, assim tornando possível à amplificação do alvo 

específico pela PCR (37). 

A rápida disseminação e aumento do número de casos de COVID-19, torna 
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necessária a identificação e diagnóstico precoce, sendo o diagnóstico fundamental 

para a prevenção e controle da pandemia. Junto ao diagnóstico médico, as 

abordagens baseadas na detecção de ácidos nucleicos tornaram-se uma tecnologia 

rápida e confiável para a detecção do SARS-CoV-2. A RT-PCR em tempo real é 

caracterizada pela capacidade de detecção rápida, alta sensibilidade e especificidade. 

Portanto, o método de RT-PCR em tempo real pode ser considerado como o principal 

método a ser aplicado para detectar o agente causador da COVID-19, especialmente 

nos estágios iniciais da doença, quando há replicação ativa do vírus.(38) 

A RT-PCR é a técnica padrão ouro para a identificação do SARS-CoV-2, mas torna 

necessário espaços dedicados ao setor de biologia molecular no laboratório de 

análises clínicas, assim como, equipamentos específicos e reagentes próprios. Além 

da técnica ser mais cara e necessitar pessoal altamente qualificado, tornou-se um problema de 

saúde pública com a sobrecarga e escassez de insumos nos serviços que ofereciam o teste de 

RT-PCR para SARS-CoV2 (39). Com essa situação de pandemia mundial a necessidade de 

testes rápidos, simples e econômicos era uma necessidade, diversos centros de pesquisas, 

universidades e centros universitários começaram a buscar metodologias para suprir essa 

demanda (40). A partir disso surgiu a probabilidade de utilização do teste de Loop-mediated 

isothermal Amplification (LAMP) como uma alternativa confiável de amplificação e detecção do 

SARS-CoV2. (39, 40)  

 

2.6. Loop-mediated isothermal Amplification (LAMP) 

A busca de alternativas diagnósticas para a COVID-19, principalmente para 

diminuir o custo dos testes e tempo necessário para o diagnóstico de SARS-CoV-2, 

levou a investigação de novas técnicas moleculares, como, por exemplo, a 

metodologia de Loop- mediated isothermal amplification (LAMP) (3, 41-43). A proposta 

para o uso de LAMP para o diagnóstico de COVID-19 teve seu início em fevereiro de 

2020 com El-Tholoth e colaboradores (26), com a introdução de um teste de 

amplificação de ácidos nucleicos rápido e com o custo mais acessível, especialmente 

indicado para locais de baixa renda (44). 

A metodologia de LAMP foi desenvolvida por Notomi e colaboradores em meados 
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do ano 2000 como uma técnica que permitia a amplificação de material genético de 

forma rápida e eficiente e em condições isotérmicas, dispensando assim o uso de 

termocicladores. (45) .Na reação de LAMP, a enzima Bst polimerase age como 

ferramenta desnaturante ao deslocar uma das fitas de DNA, deixando as regiões de 

ligação dos primers expostas, ao mesmo tempo em que é capaz de realizar a 

polimerização das novas fitas complementares a partir da ligação de iniciadores 

específicos, tudo sem necessidade de ciclos de aquecimento e resfriamento, como 

acontece com a PCR (45, 46) . 

Originalmente, a solução é aquecida para a desnaturação das fitas de DNA por 

ação   do calor, e, em seguida rapidamente resfriada em gelo antes de ser novamente 

aquecida e mantida à temperatura constante de aproximadamente 65°C. A reação de 

LAMP inicia com a adição da Bst polimerase na solução aquecida contendo a amostra 

e o mix de reação com primers e outros componentes necessários. A reação de LAMP 

consiste em duas etapas, chamadas: não cíclica e cíclica (45). 

Inicialmente, Notomi e colaboradores descreveram a técnica utilizando apenas 2 

iniciadores internos, denominados FIP (Foward inner primer) e BIP (Backward inner 

prime) e 2 iniciadores externos, chamados F3 e B3 (Forward and Backward outer 

primers), especialmente desenhados para reconhecerem seis áreas distintas e 

especificas do DNA alvo (45). Opcionalmente um par extra de iniciadores de loop (LF 

e LR) podem ser adicionados, a fim de acelerar o processo de amplificação, reduzindo 

de 30% até 50% o tempo de reação e aumentando a especificidade do teste (47, 48). 

A etapa não cíclica é a primeira parte da reação de LAMP, onde a região F2 de 

FIP hibridiza com a região complementar F2c (complementar) do DNA alvo e a enzima 

Bst polimerase  liga-se a extremidade 3’ livre do primer iniciando a síntese da fita 

complementar (Figura 2, passos 1 e 2). O primer externo F3 tem complementariedade 

com uma região mais externa em relação ao sítio de ligação do primer FIP, a região 

F3c.    Após a hibridização F3/F3c, a polimerase inicia a síntese de DNA com 

deslocamento de fita dupla, desprendendo a fita complementar recém-sintetizada pela 

ligação do primer FIP (Figura 2, passos 3 e 4). O fragmento de DNA livre pode então 

formar o loop em uma das extremidades através da hibridização da região F1c do 

primer FIP com a região F1 da fita complementar recém-sintetizada (Figura 2, passos 

5 e 6). Esta fita de DNA será molde para a síntese de DNA, a partir de BIP, na outra 
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extremidade, seguido por síntese e deslocamento de fita com início em B3, 

semelhante ao já descrito para FIP e F3 (Figura 2, passo 7). Como resultado, obtém-

se uma fita de DNA em forma de halter (Figura 2, passo 8). Esta    estrutura serve 

como material de partida para a etapa de ciclagem da reação, a próxima parte da 

reação de LAMP (45). 

 

Figura 2: Princípio da metodologia LAMP (a) identificação dos primers para 
exemplificar e destacar as regiões de ligação com o DNA alvo chamados F1, F2, F3, 
B1, B2, B3 e suas regiões complementares F1c, F2c, F3c, B1c, B2c, B3c. (b) Etapa 
inicial na formação do grampo não cíclico onde ocorre a ligação dos primers formando 
a primeira estrutura de fita simples de DNA. Fonte: Adaptado de Tomita, 2008. 

 

Na etapa cíclica da reação ocorre a amplificação exponencial da sequência alvo 

(formas em halter) através dos primers internos (Figura 3). Neste estágio, cada nova 

fita complementar sintetizada servirá como molde para a síntese de novas fitas, 

formando assim, estruturas de diferentes tamanhos, sintetizadas a partir de repetições 

alternadas da sequência alvo (45). 
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Figura 3: Principio da metodologia de LAMP (c) etapa chamada de cíclica, onde o os 
primres FIP (Foward inner primer) e BIP (Backward inner prime) se ligam a estrutura 
de grampo indicando a região de interesse para a Bst polimerase. Ocorre a 
polimerização da região nos dois sentidos 5’ e 3’ montando um produto continuo em 
formato de escada. Fonte: Adaptado de Tomita, 2008 

 

Para amplificação de alvos de RNA, é possível a combinação das metodologias 

de Transcrição Reversa (RT) com o método de LAMP (RT-LAMP), adicionando a 

enzima transcriptase reversa, responsável pela síntese de cDNA, juntamente com a 

Bst DNA polimerase, ao tubo de reação, permitindo assim a aplicação do teste de 

LAMP não somente para alvos de DNA, mas também para a identificação de 

moléculas de RNA (45). 

Ao final da reação de LAMP, bilhões de cópias do DNA alvo são geradas e o 

resultado da reação pode ser observado através de eletroforese em gel, bem como 

por turbidimetria, devido a formação de precipitados de pirofosfato proporcional à 

quantidade de DNA sintetizado, ou até mesmo a olho nu, verificando a presença ou 
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ausência de turvação na solução. Outras opções de leitura dos resultados incluem: 

visualização da mudança de cor, geralmente vermelho para amarelo, de um indicador 

de pH, devido a acidificação da solução que ocorre naturalmente quando há 

amplificação ocorrendo na reação, e leitura de aumento de fluorescência, através da 

adição de composto que geram fluorescência ao se intercalarem com as cadeias de 

DNA formados na reação (46, 48). 

A disponibilidade das sequencias genéticas do SARS-CoV-2, tornou viável o 

desenvolvimento de iniciadores para regiões específicas do vírus, como: N1, N2, N15, 

S17, O117 e, assim utilizá-los para a amplificação pela técnica de LAMP (41). Diversos 

artigos mostraram uma alta especificidade na detecção de SARS-CoV-2 por LAMP 

(97,6% a 100%). Por outro lado, a sensibilidade analítica variou amplamente entre os 

estudos (63% a 100%). Valores de sensibilidade mais baixos foram relacionados a 

ensaios LAMP que usaram amostras clínicas diretamente sem extração prévia do 

RNA viral, e a amostras com carga viral de SARS-CoV-2 muito baixa, com valores de 

CTs por RT-PCR acima de 35 (49-53).  
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3. JUSTIFICATIVA 

Considerando a pandemia do novo coronavírus, SARS-CoV-2, onde é observado o 

quadro patológico da COVID-19 variando desde infecções assintomáticas até quadros 

graves com desfechos fatais (27). Com a propagação rápida do vírus entre a 

população, sobrecarregando os sistemas de saúde mundiais, surge a necessidade 

urgente de detectar e confirmar os casos suspeitos visando a contenção da 

disseminação viral (54). Diversos métodos diagnósticos foram sendo desenvolvidos 

ao longo da pandemia para a confirmação da infecção pelo SARS-CoV-2, sendo 

testados rapidamente e utilizados para tentar diminuir o alastramento do vírus nas 

comunidades. Mesmo assim, a demora no diagnóstico e o alto custo tornam difícil a 

testagem em massa das populações com alto índice de transmissibilidade e 

infecciosidade. A busca por novas metodologias mais viáveis, rápidas e custo-efetivas 

aumentaram com o avanço da pandemia. 

A proposta deste trabalho foi validar e padronizar a técnica de RT-LAMP utilizando 

como alvo o gene da polimerase viral, uma região ainda não explorada para esta 

metodologia, permitindo a detecção rápida e com custo desta infecção, ampliando o 

arsenal de métodos moleculares com potencial para uso em laboratórios sem os 

recursos necessários para a implantação de métodos baseados na RT-PCR. 

  



27 
 

4. OBJETIVOS 

4.1. Objetivo geral 

Validar e padronizar o teste LAMP para a região da RNA Polimerase 

(RP) em amostras positivas para SARS-Cov-2. 

 

4.2. Objetivos específicos 

- Comparar o método de LAMP em relação ao 

custo operacional da RT-PCR. 

- Utilizar a metodologia de LAMP diretamente 

em amostras de nasofaringe, sem a utilização de extração 

prévia de RNA 

- Demostrar a vantagem da utilização do teste 

LAMP para a identificação do SARS-CoV-2 e suas 

variantes já encontradas diretamente em amostras de 

nasofaringe 

- Através de revisão sistemática, comparar a 

sensibilidade e especificidade do teste de LAMP para a 

região N do genoma viral do SARS-CoV-2. 
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8. CONCLUSÃO 

O uso de RT-LAMP tendo como alvo a região da polimerase viral demonstrou ser 

um método viável, rápido e de menor custo quando comparado ao teste padrão-ouro 

de RT-PCR. O teste apresentou excelente especificidade e adequada sensibilidade 

para a detecção do SARS-CoV-2 diretamente em amostras de nasofaringe, sem a 

necessidade de extração de ácidos nucleicos, o que contribui para o reduzido custo 

da reação de RT-LAMP. Apesar de apresentar um limite de detecção ao redor de 40 

podendo não detectar algumas amostras com cargas virais muito baixas, 

esta também é uma limitação conhecida das metodologias de RT-PCR e dos testes 

de detecção rápidos de antígenos disponíveis comercialmente. As análises realizadas 

sugerem que o teste de RT-LAMP proposto não é afetado pelas mutações genéticas 

B.1.1.28, B.1.1.33, P1, P2, Omicron, podendo ser utilizado mesmo dentro de um 

cenário de constante mudanças do SARS-CoV-2. Entretanto, o número limitado de 

amostras utilizados neste estudo não permite uma conclusão definitiva acerca das 

limitações do método, sendo necessário a ampliação do n amostral, incluindo de 

novas variantes, para aprimorar o diagnóstico da COVID-19 com utilização desta 

técnica de RT-LAMP em escala mundial. 
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