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Um recente avanco no diagndstico molecular das doencas infecciosas foi o
desenvolvimento da técnica “loop-mediated isothermal amplification — LAMP” que pode
ser realizada em servicos de saude com infraestrutura mais simples. Esse estudo
propos o desenvolvimento do teste kDNA/LAMP-LV e sua avaliagdo comparativa (com
o0 teste ja padronizado — K26/LAMP-LV) para o diagnostico da infec¢do por Leishmania
infantum em amostras de sangue periférico. Durante o desenvolvimento do teste,
sequéncias génicas referentes as regides do kDNA foram utilizadas para construcéo de
iniciadores especificos (LAMP Designer 1.10). As melhores condigbes para o ensaio
kDNA/LAMP-LV foram otimizadas a partir de testes com diferentes concentragdes de
MgSQO4, dNTPs, proporcdo de iniciadores externos e internos, temperatura de
amplificacdo e tempo de reacdo. Também foram avaliados os parametros de
sensibilidade e especificidade analiticas, repetibilidade e reprodutibilidade. Apés a
etapa de padronizacdo do ensaio kDNA/LAMP-LV foi definido um protocolo para
realizacdo em aparelho de banho-maria, a 61°C (45 minutos), com interpretacao visual.
Os testes de sensibilidade e especificidade analiticas demonstraram, respectivamente,
amplificacdo até a diluicdo de 100 fg e deteccdo apenas do DNA de L. infantum e L.
donovani. Os testes de repetibilidade demonstraram 100% de concordancia. A
reprodutibilidade da interpretacdo visual demonstrou nivel de concordancia pelo teste
KAPPA considerado como quase perfeita (K=1.00). Na analise preliminar comparativa
entre KDNA/LAMP-LV e K26/LAMP-LV foram obtidos, respectivamente, os seguintes
resultados: sensibilidade de 73,3% (11/15) e 93,3% (14/15); e especificidade de 86,6%
(13/15) e 100% (15/15). Os resultados preliminares de avaliagdo de acuracia
diagndstica demonstram a necessidade de novos ajustes no protocolo de
kDNA/LAMP-LV, enquanto que o teste K26/LAMP-LV possui potencial para tornar
acessivel um diagnéstico molecular, de simples realizagdo e interpretagéo.
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