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Abstract

Detection of Dengue Virus by RT-LAMP in
Polyester-toner Based Microchip.

The present study describes the development of a
simple, rapid, and cost-effective one step RT-LAMP
assay for detection of dengue virus in PeT
microchips.

Introducao

As técnicas de biologia molecular sdo conhecidas
pela alta sensibilidade e seletividade, permitindo um
diagnéstico preciso e precoce de muitas doengas.
Entretanto, essas técnicas enfrentam alguns
problemas quando realizadas em escalas
convencionais, pois requerem multiplas etapas
analiticas e consomem muito tempo, além de
utilizarem multiplos instrumentos e manipula¢des de
solucdes entre as etapas. No sentido de contornar
os problemas encontrados em escala convencional,
a microfluidica tem demonstrado muitas aplicacoes,
gerando plataformas de baixo custo para
implementacdo de  diversas  técnicas de
diagnosticos, incluindo os diagnésticos moleculares
para deteccdo e identificacdo de patégenos. O foco
principal deste trabalho é simplificar o diagndstico
molecular do virus dengue (DENV), reduzindo o
namero de etapas e equipamentos necessarios.
Para isso, a deteccdo do RNA do virus foi realizada
através da transcricdo reversa seguida da LAMP,
gue realiza a amplificacdo de DNA sem a
necessidade de termocicladores, ja que a
amplificagdo é feita isotermicamente. A LAMP utiliza
a enzima Bst DNA Polimerase que é uma enzima
com atividade de deslocamento de fita. A LAMP
possibilita amplificar sequéncias de DNA com
grande especificidade. A tecnologia LAMP utiliza um
conjunto de quatro iniciadores especificos,
desenhados a partir da sequéncia que se deseja
amplificar. Estes iniciadores s&o denominados
genericamente de FIP (forward inner primer), F3, B3
e BIP (backward inner primer) e séo desenhados a
partir de seis segmentos especificos da sequéncia a
ser amplificada.

Resultados e Discussao

Para realizagdo da RT-LAMP, utilizou-se seis
iniciadores desenhados para a detec¢éo do sorotipo
1 do virus da dengue: F3, B3, FIP, BIP, FLP e BLP.
A mistura reacional para RT-LAMP, preparada
utilizando RNA do sorotipo 1 do virus da dengue, foi
transferida para a microcAmera reacional do
dispositivo de PeT, com capacidade para 5 [IL, e
incubada a 60 °C por 60 minutos em um termobloco.
Controles negativos foram realizados em todas as
reacbes. Os microchips de PeT demonstraram
compatibilidade com todos os reagentes utilizados
na LAMP e o sucesso da amplificagéo isotérmica foi
obtido e observado por eletroforese em gel de
agarose.

Conclusodes |

A RT-LAMP realizada em microdispositivos de PeT
representa um meétodo simples e de baixo custo,
que permite a rapida deteccdo e identificacdo de
sorotipos do virus da dengue. Devido a simples
operacdo, pelo fato de realizada em uma Unica
etapa e sem a necessidade de instrumentacdo
sofisticada, a RT-LAMP realizada no microchip de
PeT tem demonstrado ser uma ferramenta valiosa
para diagnosticos moleculares, apresentando
grande potencial para aplica¢cdes no point-of-care.
A proxima etapa do trabalho é realizar a detecéo
visual dos produtos amplificados no microchip
através do uso de intercaladores fluorescentes de
DNA, o que dispensara o uso da eletroforese em gel
para avaliar o sucesso da reacédo de amplificagéo.
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