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Resumen

RESUMEN

Las Enfermedades Tropicales Olvidadas o Desatendidas (NTDs; del inglés
Neglected Tropical Diseases) son un grupo heterogéneo de 20 entidades, de elevada
prevalencia principalmente en dreas tropicales y subtropicales, que afectan a mds de
mil millones de personas pertenecientes a comunidades empobrecidas con
consecuencias devastadoras en el dmbito social, econdémico y de la salud.
Geograficamente, las regiones mds afectadas por las NTDs son el Africa subsahariana,

el sureste asidtico y las regiones tropicales de América.

Sin embargo, en los paises occidentales, el nimero de casos importados de
algunas de estas NTDs, como la esquistosomosis y la estrongiloidosis, ha ido
incrementando en los ultimos afios debido al aumento del flujo migratorio y los viajes
a regiones endémicas de estas enfermedades. En relacion a la esquistosomosis, se han
registrado ya casos de transmision autdctona en Europa, incluyendo Espaiia, y la
aparicion de formas hibridas que pueden tener consecuencias en el diagndstico,
transmision y morbilidad de la enfermedad. La estrongiloidosis importada también
ha sufrido un incremento en su diagndstico en dreas no endémicas, convirtiéndose
segun los ultimos estudios en un reto para la Salud Publica mundial. Por otra parte,
hay que destacar que las coinfecciones de estas dos enfermedades son frecuentes

debido al solapamiento geogréfico de sus dreas de distribucidn.

Los problemas de diagndstico a los que se enfrentan estas enfermedades,
especialmente en zonas endémicas de bajos recursos, son la falta de sensibilidad de las
técnicas tradicionales y la incapacidad de aplicacion de metodologias con elevada
sensibilidad y especificidad como los métodos moleculares, ya que requieren de
equipos complejos que tienen un coste elevado. La técnica de amplificacion
isotérmica de dcidos nucleicos LAMP (del inglés, Loop-mediated isothermal
amplification), presenta las ventajas de rapidez, sencillez, especificidad y fécil
aplicacion en campo, necesarias para ser un método adecuado para el diagnostico de
las NTDs. El LAMP ya ha sido utilizado con ¢éxito para el diagndstico de
esquistosomosis en estudios de campo en dreas de escasos recursos. Sin embargo, aun
no se ha utilizado para la posible deteccion de hibridos. En el caso de la
estrongiloidosis, los estudios con la tecnologia LAMP son mads limitados, y ninguno
de ellos ha evaluado su eficacia en el terreno. Las ventajas de desarrollar un método
LAMP mualtiplex, que permita la deteccion simultinea de coinfecciones, supondria

un gran avance en el diagnostico de estas enfermedades. Los métodos utilizados para

15



Resumen

el desarrollo de un LAMP multiplex son variados, y hasta la fecha no estin

estandarizados.

En este contexto, teniendo en cuenta la reciente aparicion e introduccion de
formas hibridas de esquistosomas en dreas no endémicas, y la elevada prevalencia de
coinfecciones en zonas endémicas, nos planteamos como hipdtesis de trabajo la
necesidad de disponer de un método LAMP multiplex que permita la deteccién
simultdnea de varios patdgenos en un mismo ensayo. Todo ello, buscando la

posibilidad de su adaptacion al diagnéstico point-of-care de las NTDs.

Asi, nos propusimos como objetivo general la aplicacion de la tecnologia
LAMP y la adaptacion a un formato mualtiple que permita su uso como diagnodstico
point-of-care y la deteccidn simultinea de varios patdgenos. Para ello, se definieron
diversos objetivos especificos que se van logrando en los diferentes articulos de

investigacion presentados en esta Tesis Doctoral.

El primer objetivo especifico se bas6 en la evaluacidn de la tecnologia LAMP
para la deteccion de formas hibridas de esquistosomas. Para ello, utilizamos un
método LAMP para la amplificacion género-especifica de Schistosoma previamente
desarrollado por nuestro grupo de investigacion. Se evalud su eficacia con diferentes
perfiles moleculares de hibridos S. haematobium/S. bovis procedentes del primer brote
de esquistosomosis urogenital autoctono registrado en Europa (Corcega) y en

estudios en Costa de Marfil.

En el segundo objetivo especifico nos planteamos desarrollar un método
LAMP multiplex con el fin de poder detectar coinfecciones producidas por S. mansoni
y Strongyloides spp. Para ello, adaptamos el método SmMIT-LAMP y el método Strong-
LAMP, previamente desarrollados por nuestro grupo de investigacién, de forma
conjunta por primera vez a la metodologia DARQ-LAMP como sistema de deteccion
multiple de las dianas amplificadas. El método empleado en el desarrollo de nuestro
LAMP mudltiplex es adaptable a otros métodos LAMP en formato daplex para la
deteccidn de otras posibles coinfecciones. Ademads, evaluamos su funcionalidad con
los reactivos estabilizados y almacenados a temperatura ambiente en un formato “listo
para su uso” en un dispositivo portatil de deteccion a tiempo real, favoreciendo su

posible aplicacién en estudios de campo.

El tercer objetivo especifico tuvo como finalidad aplicar la tecnologia LAMP
para el diagndstico point-of-care de la estrongiloidosis en una zona endémica de escasos
recursos. Para ello, aplicamos nuestro Strong-LAMP en un estudio de campo realizado

en Cubal, Angola, en el que se recogieron un total de 192 muestras de heces de
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pacientes. Se compararon los resultados obtenidos con el analisis parasitoldégico
convencional mediante observacion directa con solucidon salina y técnica de
Baermann. Ademds, para comprobar la reproducibilidad de la técnica, se reanalizaron
posteriormente las muestras en un laboratorio de referencia y se compararon los

resultados con una qPCR comuinmente utilizada en los estudios de estrongiloidosis.

En conclusion, el trabajo que aqui se presenta muestra: (7) la eficacia del
método LAMP género-especifico de Schistosoma para la deteccién de formas hibridas
de S. haematobium/S. bovis; (i1) el desarrollo, por primera vez, de un método LAMP
multiplex que detecta simultdneamente y a tiempo real S. mansoni'y Strongyloides spp.;
(111) su eficacia utilizando reactivos estabilizados y almacenados a temperatura
ambiente; (zv) un mayor rendimiento diagndstico del método Strong-LAMP en el
diagndstico de campo de la estrongiloidosis frente a los métodos parasitoldgicos
convencionales y otros métodos moleculares como la qPCR en el laboratorio; (v) la
utilidad del método Strong-LAMP como método de diagndstico point-of-care de la

estrongiloidosis.
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Resumen (Resumo)

RESUMO

As Doengas Tropicais Negligenciadas (NTDs, em inglés Neglected Tropical Diseases)
sdo um grupo heterogéneo de 20 entidades, altamente prevalecentes sobretudo em zonas
tropicais e subtropicais, que afectam a mais de mil milhoes de pessoas em comunidades
empobrecidas, com consequéncias devastadoras a nivel social, economico e de saiide.
Geograficamente, as regioes mais afectadas pelas NTDs sido a Africa Subsariana, o Sudeste

Asidtico e as regioes tropicais das Américas.

Contudo, nos paises ocidentais, o niimero de casos importados de algumas destas
NTDs, como a esquistossomose e a estrongtloidose, tem vindo a aumentar nos wltimos anos
devido ao aumento da migragdo e das viagens para regides endémicas destas doencas. Em
relagdo a esquistossomose, jd foram notificados casos de transmissdao autoctone na Europa,
incluindo em Espanba, e o aparecimento de formas hibridas pode ter consequéncias para o
diagndstico, a transmissdao e a morbilidade da doenca. A estrongiloidose importada tambem
tem sido cada vez mais diagnosticada em dreas ndo endémicas, o que, de acordo com os
estudos mais recentes, a torna um desafio de savide publica global. Por outro lado, ¢ de
salientar que as co-infecgoes destas duas doengas sdo frequentes devido a sobreposigao

geogrdfica das suas dreas de distribuicdo.

Os problemas de diagndstico enfrentados por estas doengas, especialmente em dreas
endémicas com poucos recursos, sao a falta de sensibilidade das técnicas tradicionais e a
incapacidade de aplicar metodologias com elevada sensibilidade e especificidade, como os
métodos moleculares, uma vez que requerem equipamento complexo e dispendioso. A técnica
LAMP (em inglés; Loop-mediated isothermal amplification) tem as vantagens da rapidez,
simplicidade, especificidade e a fdcil aplicacdo no terreno necessdrias para ser um método
adequado para o diagnostico de NTD. A técnica LAMP jd foi utilizada com éxito para o
diagndstico da esquistossomose em estudos de campo em zonas com poucos recursos. No
entanto, ainda ndo for utilizado para a deteccdo de possiveis hibridos. No caso da
estrongiloidose, os estudos com a tecnologia LAMP sdo mais limitados e nenbum deles
avaliou a sua eficdcia no terreno. As vantagens do desenvolvimento de um método LAMP
multiplex, permitindo a deteccdo simultinea de co-infecgoes, seriam um grande avango no
diagnostico destas doengas. Os métodos utilizados para o desenvolvimento de um LAMP

multiplex sdo variados e, até a data, ndo estdo normalizados.

Neste contexto, tendo em conta o recente aparecimento e introducdo de formas
hibridas de esquistossomas em dreas ndo endémicas, e a elevada prevaléncia de co-infeccoes

em dreas endémicas, propomos como bipotese de trabalbo a necessidade de um método
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LAMP multiplex que permita a deteccao simultdnea de vdrios agentes patogénicos no mesmo
ensaio. Tudo isto, procurando a possibilidade de o adaptar ao diagnostico de NTD no local

de prestagdo de cuidados.

Assim, estabelecemos o objectivo geral a aplicacio da tecnologia LAMP e a sua
adaptagao a um formato miltiplo que permita a sua utilizacdo como diagndstico point-of-
care e a detecgdo simultinea de vdrios agentes patogenicos. Para tal, foram definidos vdrios
objectivos especificos, que estdo a ser concretizados nos diferentes artigos de investigacdo

apresentados nesta Tese de Doutoramento.

O primeiro objectivo especifico baseou-se na avaliagdo da tecnologia LAMP para
a detecgdo de formas hibridas de esquistosomas. Para o efeito, utilizamos um método LAMP
para amplificacdo género-especifica de Schistosoma previamente desenvolvido pelo nosso
grupo de investigagdo. A sua eficdcia foi avaliada com diferentes perfis moleculares de
hibridos S. haematobium/S. bovis provenientes do primeiro surto de esquistossomose

urogenital autoctone na Europa (Corsega) e em estudos na Costa do Marfim.

No segundo objectivo especifico, pretendemos desenvolver um método LAMP
multiplex para detectar co-infeccoes causadas por S. mansoni e Strongyloides spp. Para este
efeito, adaptamos o meétodo SmMIT-LAMP e o método Strong-LAMP, previamente
desenvolvidos pelo nosso grupo de investigacdo, em conjunto, pela primeira vez, com a
metodologia DARQ-LAMP como um sistema de deteccdo multiplex para os alvos
amplificados. O método utilizado no desenvolvimento do nosso LAMP multiplex é adaptdvel
a outros métodos LAMP em formato duplex para a deteccdo de outras possiveis co-infecgoes.
Além disso, avalidmos a sua funcionalidade com os reagentes estabilizados e armazenados a
temperatura ambiente num formato "pronto a usar" num dispositivo portdtil de deteccao em

tempo real, favorecendo a sua potencial aplicacdo em estudos de campo.

O terceiro objectivo especifico visava aplicar a tecnologia LAMP para o diagndstico
da estrongiloidose no local de tratamento numa drea endémica com poucos recursos. Para
este efetto, aplicdmos a nossa Strong-LAMP num estudo de campo no Cubal, Angola, no
qual foram recolbidas 192 amostras de fezes de pacientes. Os resultados foram comparados
com a andlise parasitologica convencional por observagdo directa com solugdo salina e a
técnica de Baermann. Além disso, para verificar a reprodutibilidade da técnica, as amostras
foram posteriormente reanalisadas num laboratorio de referéncia e os resultados foram

comparados com uma gPCR habitualmente utilizada em estudos de estrongiloidose.

Em conclusdo, o trabalho aqui apresentado mostra: (i) a eficdcia do método LAMP
especifico do género Schistosoma para a deteccdo de formas hibridas de S. haematobium/S.

bovis; (i1) o desenvolvimento, pela primeira vez, de um méetodo LAMP multiplex que permite
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a deteccdo simultdnea e em tempo real de S. mansoni e Strongyloides spp. (i11) a sua eficdcia
utilizando reagentes estabilizados e armazenados a temperatura ambiente; (iv) um melhor
desempenho de diagnostico do meétodo Strong-LAMP no diagnostico de campo da
estrongiloidose em comparacdo com os meétodos parasitologicos convencionais e outros
métodos moleculares como a gPCR no laboratorio; (v) a utilidade do método Strong-LAMP

como método de diagndstico da estrongiloidose no local de prestacdo de cuidados.
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Capitulo I: Introduccion

1.1. Importancia de las Enfermedades Tropicales Olvidadas

Las Enfermedades Tropicales Olvidadas (NTDs; del inglés, Neglected Tropical
Diseasse) son un grupo de entidades asociadas a regiones tropicales y subtropicales del
planeta, que afectan a las comunidades mds empobrecidas. La Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) calcula que anualmente mds de 1.700 millones de personas a nivel
mundial se incluyen en actividades de prevencion y tratamiento para al menos una de

estas enfermedades [1].

El marco conceptual de las NTDs se formul6 en los afios posteriores a la
Declaracién del Milenio en el afio 2000, donde se fijaron ocho propdsitos para el
desarrollo humano. Uno de los objetivos que se pretendia abordar era “combatir el
SIDA, malaria y otras enfermedades”. Estas tltimas serfan mds tarde las denominadas
NTDs. En un principio se reconocieron 13 [2,3], aunque en la actualidad la OMS ya
ha aumentado su namero a 20, englobando infecciones causadas por parésitos, virus,

bacterias y hongos, asi como envenenamiento por mordedura de serpiente [1].

Las NTDs no son consideradas enfermedades con una alta mortalidad, pero si
con una elevada morbilidad, asf su impacto sanitario se expresa en DALYs (Disability-
Adjusted Life-years) o anos de vida perdidos por discapacidad causados por la
enfermedad [4,5]. Se estima que aproximadamente 200.000 muertes y 19 millones de
DALYs estdn causados por las NTDs anualmente [1]. Los datos epidemioldgicos de
estas enfermedades son aproximados y sufren fluctuaciones dada la dificultad de
recogida de los datos de incidencia y de mortalidad [4]. En la tabla 1 se muestran los
valores de prevalencia, morbilidad (DALYs) y mortalidad de las NTDs causadas por

pardsitos.

La caracteristica comun de todas las NTDs respecto a su distribucién es su
endemicidad en zonas empobrecidas de paises de renta baja, tanto dreas rurales como
urbanas. Un saneamiento inadecuado, asi como un estrecho contacto con vectores,
animales domésticos y ganado fomentan la prevalencia de estas enfermedades. Las
consecuencias van desde la discapacidad y estigmatizacion social hasta la pérdida de
escolarizacién y desarrollo infantil, asi como el impedimento de que las personas
lleven una vida productiva afectando negativamente a las familias y comunidades [6].
Por tanto, se hace necesario abordar el control de las NTDs desde distintas

perspectivas, tanto politicas y sociales como sanitarias y cientificas.
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Tabla 1. Prevalencia, morbilidad y mortalidad de enfermedades olvidadas causadas por parasitos.
Adaptada de Garcia-Bernalt y colaboradores [7].

Parasitosis Prevalencia Morbilidad Mortalidad
(millones) (DALYs) (muertes/ano)

Ascariosis 800 427.000 14.000
Uncinariosis 450 373.000 1
Trichuriosis 435 373.000 1
Esquitosomosis 190 693.000 24.000
Trematodosis alimentarias 75 1.110.000 7.300
Filariosis linfiticas 29 1.110.000 1
Oncocercosis 15 719.000 1
Chagas 7.2 138.000 8.000
Leishmaniosis 4.8 442.000 14.000
Cisticercosis 2.6 671.000 26.000
Equinococosis 1 47.000 19.000
Tripanosomosis africana 0.007 42.000 3.000

Geogréficamente, las NTDs tienen lugar en regiones tropicales y subtropicales,
siendo el Africa subsahariana, el sureste asidtico y las regiones tropicales de América
las zonas mis afectadas. Africa es el continente donde existe la mayor concentracién
de pobreza, mds del 50% de la poblacion vive con menos de 1.25 ddlares al dia [8].
Este continente alberga todos los casos de dracunculosis y tripanosomosis humana
africana, el 99% de los casos de oncocercosis, mds del 90% de todos los casos de
esquistosomosis, el 85% de los casos de ulcera de Buruli y hasta un 30% de los casos

de geohelmintosis a nivel mundial [1].

En los paises occidentales, el numero de casos importados de esquistosomosis
y estrongiloidosis se ha ido incrementando en los ultimos afios debido a la llegada de
un importante ndmero de migrantes procedentes de regiones endémicas y de un
numero creciente de viajeros que han visitado las mismas. Asi, la estrongiloidosis
importada se diagnostica cada vez mds en zonas no endémicas, incluyendo Espana,
convirtiéndose segun los dltimos estudios en un reto para la Salud Pdblica mundial
[9-13]. En relacidn a la esquistosomosis, un metaandlisis reciente sobre la infeccion
en migrantes procedentes de paises endémicos estima su seroprevalencia en el 189,
aumentando hasta el 24% cuando son de origen subsahariano [14]. También se ha
notificado un aumento de casos importados en Europa en viajeros [15]. Ademds, se
ha descrito la transmision autdctona de la esquistosomosis en regiones no endémicas
en Europa por la presencia de caracoles hospedadores intermediarios. En el ano 2013

se detectd un brote de esquistosomosis urogenital en el rio Cavu en Cdrcega (Francia),
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que afecté a mds de 120 personas locales y turistas franceses, alemanes e italianos. El
brote se atribuyé a la llegada de personas infectadas procedentes de Senegal que
diseminaron la infeccidn al orinar en el rio y activar el ciclo del pardsito. Los andlisis
moleculares determinaron que las especies causantes de la infeccién eran Schistosoma
haematobium, S. bovis y formas hibridas de S. haematobium/S. bovis [16].
Recientemente, también se ha descrito la transmisidn autdctona de la enfermedad en
Espania, en un grupo de agricultores que se bafiaron en una balsa de riego en Almeria
[17]. Los cambios medioambientales y antropogénicos por fendmenos naturales o
actividades humanas pueden afectar sustancialmente a la dindmica y distribucion de
la esquistosomosis, con posibles efectos sobre la salud humana y animal [18]. Estos
cambios tienen el potencial de ejercer presion selectiva sobre la esquistosomosis
animal y humana, favoreciendo la interaccion y oportunidad de hibridacion entre las
diferentes especies. La aparicion de nuevos pardsitos hibridos puede tener
consecuencias en la transmision y morbilidad de la enfermedad, poniendo de
manifiesto un problema emergente de Salud Publica [19]. Ademds, el surgimiento de
hibridos zoondticos puede llegar a invalidar las medidas de control actuales y la
existencia de diferentes reservorios animales puede impulsar la transmisién continua
de la enfermedad, haciendo mds complicada su erradicacién [20]. En Africa, ya se han
notificado infecciones humanas por diferentes poblaciones de hibridos de
esquistosomas incluyendo S. haematobium/S. mattheer, S. haematobium/S. guineensis, S.

haematobium/S. bovis, S. haematobium/S. curassoni 'y S. haematobium/S. mansoni [19].

Por otra parte, algunos estudios aportan datos sobre la prevalencia de
coinfeccién de esquistosomosis y estrongiloidosis en personas procedentes de zonas
endémicas, con valores muy variables que oscilan entre un 0,6% a un 22,1% [21-27].
La muestra poblacional, los diferentes paises de origen de los individuos, asi como las
técnicas empleadas para el diagndstico pueden contribuir a la variabilidad de estos

resultados.

1.2. LAMP. Principios y aplicaciones en esquistosomosis y

estrongiloidosis

Desde el desarrollo de la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR; del inglés,
Polimerase Chain Reaction) en la década de los afios 80, los métodos de amplificacién
de dcidos nucleicos (NAATS; del inglés, nucleic acid amplification tests) se convirtieron

en una herramienta de uso habitual en el campo del diagndstico clinico.
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Posteriormente, dadas las limitaciones de la PCR para su aplicacion point-of-care
(POC), comienzan a aparecer los NAATs isotérmicos (iNAATs) como una alternativa
prometedora [28,29]. Entre ellos, la amplificacion isotérmica de dcidos nucleicos
mediada por bucle o LAMP (Loop-mediated isothermal amplification) se ha convertido
en el método mds popular entre los investigadores, representando hasta el 60% de

todas las publicaciones de ensayos de amplificacion isotérmica [30].

El LAMP fue descrito por Notomi y colaboradores en el afio 2000 [31] y
patentado por Eiken Chemical Co., Ltd. (http://www.eiken.com.cn/). El LAMP se
basa en la sintesis de ADN/ARN en condiciones isotérmicas (602C — 652C) mediante
una polimerasa con actividad de desplazamiento de cadena, la Bst polimerasa
obtenida de la bacteria Bacillus stearothermophillus [31]. Esta técnica requiere de 4 a 6
cebadores o primers, capaces de reconocer 6 a 8 regiones especificas de la secuencia del
ADN/ARN diana, lo que le confiere una alta especificidad. Este conjunto o set de
primers incluye: dos primers internos, Forward Inner Primer (FIP) formado por las
secuencias F1c-F2 y Backward Inner Primer (BIP) formado por las secuencias B1c-B2;
dos primers externos, Forward Outer Primer (F3) y Backward Outer Primer (B3); y dos
primers adicionales que permiten acelerar la reaccidn, Loop Forward (LF) primer y Loop
Backward (LB) primer (Figura 1a) [32].

El proceso de amplificaciéon mediante LAMP consta de dos fases. En la primera
fase, el FIP hibrida con el ADN diana y la Bst polimerasa inicia la sintesis de la cadena
complementaria. El F3 inicia el desplazamiento de la hebra formada por el FIP,
liberando una secuencia de ADN monocatenario (ssADN). Este ssADN es utilizado
como molde por el BIP, que hibrida e inicia la sintesis de una nueva cadena, que serd
desplazada posteriormente por el B3. Asi, se formard una secuencia con los extremos
3’y 5’ complementarios a otra parte de la secuencia mds interna, que dard lugar a la
formaciéon de estructuras de ADN en forma de bucle, que serdn utilizadas
consecutivamente como dianas para una segunda fase de amplificacidn exponencial
(Figura 1b). Durante esta segunda fase, se produce el autocebado y la elongacion del
extremo 3’ que inducira el posterior desplazamiento del extremo 5’°, produciendo el
desprendimiento de la horquilla y el plegamiento de la hebra recién sintetizada. A lo
largo de esta fase se van a producir otras formas de autocebado que generarin
amplicones con diferentes conformaciones y tamanos. Ademds, los primers internos
(FIP y BIP) hibridan con las nuevas estructuras de bucle formadas e inician nueva
sintesis. Debido a este proceso, la tecnologfa LAMP va a ser capaz de producir una
gran cantidad de productos de amplificacion de ADN de manera exponencial a partir

de una cantidad muy baja de ADN [33,34]. La alta eficiencia de amplificacion del
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LAMP va a permitir llevar a cabo reacciones de una hora, pudiendo incluso reducirse

a 30 minutos en el caso de utilizar también los Loop primers [35].

A.
FIP Fic F2 BIP Bic B2
F3 L B3 it
Loop F LF LoopB LB
B.
3 F3c F2c Fic B1 B2 B3 N
N F3 F2 F1 Bic B2c B3c 3
Primera fase i
3 F3c F2c Flc B1 B2 B3 5
F3 F2
Fic i
F2 F1 Blc B2c B3c 3
B2 B3
Fic
i Bic
Fic B1 F1 Bic
2|8 g & &
F1 3 5 Blc Flc 3 s B1

Fic
ord

i

Segunda fase: elongacion y amplificacion exponencial

Figura 1. Esquema de los primers y mecanismo de reaccion de Loop-mediated isothermal
amplification (LAMP). A) Representacién del conjunto de primers tipicos del LAMP formado por dos
primers internos (FIP y BIP), dos primers externos (F3 y B3) y dos loop primers (LF y LB). B) Proceso de
amplificacién LAMP.

La amplificacion a temperatura constante permite realizar la reaccién en un
termobloque o en un simple bano de agua, haciendo innecesario el uso de dispositivos
sofisticados y mds costosos [36]. Ademds, la posibilidad de estabilizar las mezclas de
reaccion por medio de protocolos de secado (dry-LAMP) o de liofilizacion, permite
mantener todos los reactivos necesarios a temperatura ambiente hasta su uso, evitando

de esta manera el mantenimiento de la cadena de frio. Todo ello contribuye a reducir
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el equipamiento necesario sobre el terreno permitiendo acercar el diagndstico

molecular a zonas de bajos recursos [37-39].

La deteccién de los productos de amplificacién del LAMP se puede realizar
mediante métodos independientes de las secuencias amplificadas (no distinguen las
secuencias que se amplifican), y métodos dependientes de las secuencias amplificadas
(st distinguen el tipo de secuencia que se amplifica). Estos ultimos, al permitir una
deteccidn especifica de los productos amplificados serdn atiles para el desarrollo de la

metodologia LAMP multiplex, que se expondrd mds adelante.

Los métodos de deteccidn independientes de las secuencias amplificadas mds
empleados son los de deteccién de turbidez, deteccion colorimétrica y deteccién
mediante electroforesis en gel de agarosa. La turbidez en el medio de reaccion se
produce por la generaciéon de una elevada cantidad de precipitado insoluble de
pirofosfato de magnesio, un subproducto de la reaccion. Esta turbidez puede ser
detectada a simple vista, tras una breve centrifugacién para formar un pellet o bien
mediante turbidimetros [40]. Los métodos de deteccion colorimétrica van a permitir la
deteccion visual de los productos amplificados utilizando diferentes agentes
colorantes (intercalantes o no) que producen un cambio de color al insertarse entre
las hebras del dcido nucleico. El mas utilizado es el SYBR Green I, que produce un
cambio de color naranja (negativo) a verde (positivo), apreciable tanto a luz natural
como bajo exposicién a luz UV al generar fluorescencia. A ciertas concentraciones
puede llegar a inhibir la amplificacién y por ello se suele afiadir al término de la
reaccion [41,42]. Los colorantes no intercalantes o indicadores de metal [43] originan
un cambio de color por reaccion quimica. Se afiaden al inicio de la reaccién y
producirdn un cambio de color en funciéon de si se produce o no amplificacidn.
Algunos de los mds utilizados son el azul de hidroxinaftol (hydroxynaphthol blue;
HNB) que genera un cambio de color violeta (negativo) a azul (positivo) [44], o el
verde malaquita, que desencadena un cambio de color azul (positivo) a transparente
(negativo) [45]. La electroforesis en gel de agarosa permite la resolucién de los
fragmentos amplificados de diferente tamafio en un caracteristico patrén de bandas

en escalera [32].

Algunos de estos métodos de deteccidn también se pueden monitorizar a
tiempo real a medida que se produce la amplificacién, como la turbidez mediante
turbidimetros [46], o utilizando equipos de lectura de la fluorescencia generada al
anadir agentes intercalantes de ADN a bajas concentraciones, como el EvaGreen o el
SYBR Green 1 [47,48].
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1.2.1. LAMP y esquistosomosis

En el diagndstico molecular de la esquistosomosis, tanto humana como
animal, se han empleado desde hace tiempo numerosos ensayos de deteccidén basados
en la PCR [49], siendo especialmente valiosos en la deteccién e identificacion
simultdnea de varias especies de Schistosoma [50]. Sin embargo, a pesar de su alta
sensibilidad y precision, los métodos basados en la PCR no se pueden utilizar de
forma rutinaria en estudios de campo. La tecnologia LAMP es mucho mds aplicable
a entornos de escasos recursos y ha sido utilizada previamente para el diagndstico de
esquistosomosis. De hecho, la esquistosomosis es una de las NTDs en las que mads se
ha trabajado en el desarrollo de la metodologia LAMP para su estudio. Durante los
ultimos afos se han disefiado y desarrollado varios ensayos LAMP para la deteccion
de las tres principales especies causantes de la esquistosomosis humana (8.
haematobium, S. japonicum y S. mansoni) basados en diferentes dianas moleculares
especificas de cada especie. Tres grupos de secuencias son los mds utilizados en los
disenios de primers: secuencias mitocondriales, secuencias nucleares repetitivas y
secuencias nucleares ribosomicas (ADNr). Las mds utilizadas y evaluadas en estudios
posteriores incluyen, para S. haematobium: una secuencia de 121 pares de bases (pb)
repetida en tindem (Dral) [51] y el espaciador intergénico ribosomico (IGS) [52]; para
S. japonicum: el retrotransposon repetitivo SjR2 [53] y el gen 285 ADNr [54]; para S.
mansoni: una secuencia repetida en tindem Sm1-7 [51], el ADN minisatélite
mitocondrial [55], el espaciador intergénico ribosomico 28S-18S rRNA [56], y el

espaciador de transcripcidn interna del gen ADNTr [57].

Todos estos métodos LAMP se han aplicado al estudio de caracoles
hospedadores intermediarios, para el diagndstico de la esquistosomosis intestinal y
urogenital, y para evaluar la eficacia de la quimioterapia, tanto en modelos animales
como en pacientes, con el fin de lograr el control y la eliminacién de la
esquistosomosis. La evaluacion de los distintos métodos LAMP desarrollados para la
deteccion de diferentes especies de esquistosomas en los contextos mencionados, asf
como su potencial como método diagndstico POC, se trata de forma exhaustiva en
una reciente revision de nuestro grupo de investigacién sobre ‘LAMP en
esquistosomosis’ [ 58]. Como resumen, indicar que las aplicaciones clinicas del LAMP
para el diagndstico de la esquistosomosis siguen siendo limitadas y se aplican
fundamentalmente en escenarios de investigacion y no de forma rutinaria en la
clinica. No obstante, los resultados del LAMP obtenidos para la esquistosomosis en

los estudios analizados demostraron ser comparables o mejores que los de los métodos
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de diagndstico mds comunes y podria ser un gran candidato para llevar finalmente las

pruebas moleculares al campo como una verdadera prueba POC.

1.2.2. LAMP y estrongiloidosis

En el caso de la estrongiloidosis, sélo se han desarrollado dos ensayos LAMP
para detectar ADN de Strongyloides spp. en diferentes tipos de muestras [59] [60]. El
primer ensayo LAMP para detectar Strongyloides stercoralis se basé en una region de
184 pb del gen 28S rRNA utilizando Strongyloides ratti como fuente para determinar
la sensibilidad analitica y el uso potencial para el diagndstico de la infecciéon humana
en muestras de heces. El método de deteccion de los resultados es colorimétrico
mediante la adiciéon del colorante SYTO-82 al inicio de la reaccién [59].
Posteriormente, este LAMP se comparé con la qPCR desarrollada por Verweij y
colaboradores [61] (frecuentemente utilizada en la mayoria de estudios de
estrongiloidosis) en el andlisis de muestras humanas de heces, suero y liquido de

lavado broncoalveolar, con un menor numero de resultados LAMP-positivos [62].

Por otro lado, nuestro grupo ha desarrollado un método LAMP (denominado
Strong-LAMP) basado en una region de 329 pb en el gen 18§ rRNA utilizando
Strongyloides venezuelensis como fuente para la deteccién molecular de ADN de
Strongyloides spp. en muestras de heces y orina en un modelo de infeccién
experimental en ratas. El método de deteccion de los resultados es colorimétrico
mediante la adicién del colorante SYBR Green I a término de la reaccién [60]. En este
estudio, ademds, se pudo demostrar la potencial aplicabilidad clinica del Strong-LAMP
en varias muestras de heces humanas con estrongiloidosis confirmadas tanto
parasitolégicamente como por qPCR [60]. Mds recientemente, el método Strong-
LAMP ha demostrado su eficacia en la deteccion de ADN de S. stercoralis en muestras
de orina de pacientes con estrongiloidosis confirmada y/o sospecha seroldgica de

infeccion por el pardsito [63].

Sin embargo, hasta la fecha, todas las evaluaciones de los dos métodos LAMP
mencionados se han llevado a cabo solamente en el laboratorio, por lo que seria de
gran interés evaluar y validar su utilidad como método de diagndstico de la
estrongiloidosis frente a las técnicas parasitoldgicas mds frecuentemente utilizadas en

condiciones reales de campo en una zona endémica de escasos recursos.

En la actualidad no se dispone de métodos LAMP para la deteccion de

coinfecciones habituales en NTDs. Un formato LAMP mudltiplex presentaria como
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ventaja principal la posibilidad de detectar simultineamente varios agentes
infecciosos, con una implicacion practica fundamental en dreas endémicas donde en
algunas comunidades se llega a alcanzar hasta un 80% de poblacién multiparasitada
[64,65].

1.3. LAMP maultiplex

La tecnologia LAMP multiplex permite la amplificacidn simultinea de varias
dianas en una misma reaccidn, siendo necesarios métodos de deteccidon dependientes
de secuencias para su desarrollo, es decir, que permitan distinguir de forma especifica
las secuencias amplificadas durante la reaccién. Dada la mayor complejidad de disefio
in silico comparada con un LAMP convencional, no se dispone de una metodologfa
estandarizada para el desarrollo de un ensayo LAMP mudltiplex, sino que, hasta la
fecha, se ha utilizado una gran variedad de métodos distintos, incluyendo: métodos
que utilizan primers modificados, sondas universales, enzimas de restriccidn,
nanoparticulas, uso combinado del LAMP con otras técnicas, andlisis de curvas de

melting, electroforesis en gel de agarosa y uso de chips microfluidicos.

En los siguientes apartados se exponen estos métodos para el desarrollo de
ensayos LAMP multiplex, se ilustran con una representacién esquemdtica de la
técnica y se evalua su aplicacion préctica atendiendo a las siguientes caracteristicas: z)
deteccion a tiempo real y cuantificacion de los resultados; 7z) posibilidad de
visualizacion de resultados a simple vista, que permita una ficil y rdpida
interpretacion; 777) estabilizacion previa de los componentes de reaccién, que permita
prescindir de la cadena de frio y favorezca el uso POC; 7v) nimero méximo de dianas
especificas amplificadas y; v) validacién de la técnica en muestras clinicas. Hay que
destacar que, hasta la fecha, ninguno de los ensayos LAMP multiplex desarrollado ha

sido evaluado en estudios de campo en zona endémica.

1.3.1. Métodos que utilizan primers modificados

Estos métodos utilizan los primers especificos del ensayo LAMP que
incorporardn alguna modificacién que permita distinguir las dianas especificas que se
pretenden amplificar. Generalmente, las modificaciones suelen ser incorporaciones
de diferentes fluoréforos (con longitudes de onda de excitacién y emision especificas)

y quenchers (atenuadores de sefial) que desactivan las sefiales de fluorescencia
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generadas [66]. Asi, el uso de diferentes fluoréforos para cada LAMP especifico
permitird la distincién de diferentes dianas. Algunas de las metodologias que utilizan
primers modificados son: DARQ o ‘deteccion de la amplificacidn por liberacién del
quencher’ (del inglés, Detection of Amplification by Release of Quenching), QUASR o
‘deteccion de la amplificacion por apagamiento de los quenchers no incorporados a la
amplificacion’ (del inglés, Quenching of Unincorporated Amplification Signal Reporters),
FLOS o ‘fluorescencia del cebador de bucle por autoactivacidon’ (del inglés,
Fluorescence of Loop primer upon Self-dequenching), Guanina quenching y Sondas de

asimilacidn.

1.3.1.1. DARQ o ‘deteccion de la amplificacion por liberacion de quencher’

En esta técnica se modifica uno de los primers internos (FIP) en su extremo 5’
con un guencher (Q) y se disefia una secuencia complementaria (Fd) a una region del
primer marcado (F1c), que se modifica con un fluoréforo (F) en el extremo 3’. La
hibridacién del primer marcado y la secuencia complementaria genera una sonda o
estructura duplex (QPD, Quencher Probe Duplex), que seguird manteniendo su funcién
como primer. Al producirse la amplificacién durante el transcurso de la reaccidn, se
libera la secuencia con el fluoréforo generando la sefial de deteccion de la
amplificacion por separacion del fluordforo y el quencher [67-70] (Figura 2A). La senal
de fluorescencia generada es detectada por dispositivos de lectura de fluorescencia a

tiempo real que permiten la cuantificacion de los resultados.
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Figura 2. Metodologia DARQ-LAMP. A) Representacion esquemdtica del funcionamiento de la
metodologia DARQ. En el recuadro se representa el primer FIP marcado con el guencher en 5’y la sonda
complementaria a Flc (Fd) marcada con el fluoréforo (QPD; Quencher Probe Duplex). 1. Unién de
primer 'y Fd marcados y reaccion LAMP. 2. Liberacién de sonda Fd-fluordéforo y emisién de
fluorescencia. B) Aplicacién (n° mdximo de dianas amplificadas y uso de muestras clinicas), deteccién
de la amplificacién (visual a término de reaccién o cuantitativa a tiempo real) y adaptacién a formato

‘listo para el uso’ (estabilizacién de reactivos).

La metodologia DARQ-LAMP ha permitido la deteccion de hasta cuatro
dianas para la amplificacién simultdnea de Escherichia coli, Caenorbabditis elegans,
bacteriéfago A y gen hBRCA1 utilizando ADN genomico de los diferentes organismos
[67], y también para Plasmodium spp., P. vivax, P. falciparum y el gen de la actina
humana en muestras de sangre de pacientes [71]. La deteccion simultdnea de tres
genes de resistencia a la meticilina de Staphylococcus aureus (fem B, mecA vy spa) en
muestras de ADN genémico [69], y también la deteccién unica de Salmonella spp. en

muestras de heces [70].
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1.3.1.2. QUASR o ‘deteccion por apagamiento del quencher no incorporado a la

amplificacion’

En este método se modifica un primer interno o un loop primer en su extremo
5’ con un fluordforo y se disefia una sonda complementaria a Fic (entre 7-13 pares de
bases, pb) que se modifica en el extremo 3’ con un quencher. Ambas estructuras se
incorporan por separado a la mezcla y su temperatura de hibridacion debe ser inferior
a la de reaccion de LAMP, de modo que permanezcan disociadas durante la
amplificacion. Tras la reaccion de amplificacion, la mezcla se enfria a temperatura
ambiente y si no hay amplificacion (resultado negativo), se producird la hibridacion
del primer y la sonda. Si hay amplificacidn (resultado positivo), el primer se encontrard
unido al amplicdn, siendo inaccesible para la estructura sonda-guencher y generando

as{ una sefal de fluorescencia [72,73] (Figura 3A).
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Figura 3. Metodologia QUASR-LAMP. A) Representacién esquemdtica del funcionamiento de la
metodologia QUASR. En el recuadro se representa el primer FIP marcado con el fluoréforo en extremo
5>y la sonda (7-13 pb) complementaria a Flc marcada con el guencher. 1. Unidn del primer FIP y
reaccion LAMP. 2. Descenso de temperatura de reaccién a temperatura ambiente: si existe
amplificacién se genera sefial de fluorescencia; si no existe amplificacién no se genera sefial de
fluorescencia. B) Aplicacién (n° méximo de dianas amplificadas y uso de muestras clinicas), deteccién
de la amplificacién (visual a término de reaccién o cuantitativa a tiempo real) y adaptacién a formato

‘listo para el uso’ (estabilizacién de reactivos).
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La metodologia QUASR-LAMP estd limitada a una senal de punto final tras la
amplificacién, no permitiendo la deteccién a tiempo real. Los resultados son
visualizados colorimétricamente al combinar la excitacién de la mezcla de reaccién
con una luz tipo led de una determinada longitud de onda y el uso de diferentes filtros
fotograficos [72,73]. Se han desarrollado aplicaciones para smartphone que consiguen
mejorar la discriminacion de los colores obtenidos para ayudar a la interpretacién

objetiva de los resultados [73,74].

El uso de esta técnica ha permitido la deteccion simultdnea en una misma
reaccion de dos virus: Virus del Nilo Occidental y Chikungunya [72], Virus de la
fiebre amarilla y Dengue [75], y Zika y Chikungunya [73]. La aplicacién sobre un
nimero mayor de dianas podria dificultar su diferenciacion debido a la mezcla de
colores que se genera por solapamiento de las senales de fluorescencia. La

metodologia QUASR aun no se ha aplicado en muestras clinicas.

1.3.1.3. FLOS o fluorescencia del cebador de bucle por autoactivacion’

Este método se basa en una autorregulacidén de la sefnal de fluorescencia.
Inicialmente, un primer interno o loop primer, es modificado en su extremo 5’ con un
fluoréforo, que al encontrarse libre en el medio de reaccién se mantendrd
‘autoapagado’. Durante el proceso de amplificacidn, el primer modificado se incorpora
al amplicon generado provocando un desacoplamiento del fluoréforo y generando
una emision de fluorescencia (Figura 4A). El mecanismo de extincion vy
autofluorescencia aun no se encuentra bien esclarecido, pero una posible explicacién
se basa en las interacciones con las nucleobases circulantes en el medio de reaccion
[76].
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Figura 4. Metodologia FLOS-LAMP. A) Representaciéon esquemdtica del funcionamiento de la
metodologfa FLOS. En el recuadro se representa el primer marcado con el fluoréforo de
autorregulacién. 1. Reaccion LAMP; si existe amplificacion se produce autoactivacién del fluoréforo y
genera fluorescencia. B) Aplicacién (n° mdximo de dianas amplificadas y uso de muestras clinicas),
deteccién de la amplificacidn (visual a término de reaccién o cuantitativa a tiempo real) y adaptacién

a formato ‘listo para el uso’ (estabilizacién de reactivos).

La emisién de fluorescencia se genera a medida que se produce la reaccién
permitiendo la monitorizacién a tiempo real. La capacidad para utilizar diferentes
fluordforos ha permitido la diferenciacion de tres especies de mosca blanca,
Trialeurodes vaporariorum, Bemisia tabact (MEAM1) y B. tabaci (MED), en una misma
reaccion [77], y la deteccion simultédnea de dos hongos Fomitiporia torreyae y
Fulviformes umbrinellus [78)]. A pesar de ser una metodologia que no permite per se la
deteccidn colorimétrica de los resultados, se ha empleado la adicion post-reaccion del
polimero polietilenimina (PEI) para precipitar los productos amplificados tras una
breve centrifugacion, generando un pellet de color apreciable a simple vista bajo
emisiéon con luz UV [77,78]. Hasta la fecha, se ha utilizado esta metodologia en
diferentes muestras clinicas (liquido de lavado broncoalveolar, orina, saliva, lavado

nasal, hisopos naso/orofaringeos) para la deteccion del virus de la varicela-zéster [76].

1.3.1.4. Guanina quenching

Los primers elegidos para el marcaje han de presentar una citosina en el
extremo 5’ donde, adyacentemente, se colocard un fluoréforo (QPrimer). Cuando el
OPrimer se hibrida con la secuencia nucleotidica diana, la fluorescencia se apaga por
transferencia de electrones entre el fluoréforo y el residuo de guanina presente en la

secuencia diana (Figura SA). Esta disminucién de la sefial de fluorescencia puede
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monitorizarse a tiempo real. La necesidad de primers con residuos de citosina en los

extremos supone una limitacién para la aplicacién de esta metodologia [79,80].

Esta metodologia puede ser complementada con el uso de una secuencia
competidora que permita cuantificar la cantidad de ADN. Asi, la mezcla de reaccion
contendrd dos dianas a las que podrd unirse el QPrimer, la region diana que se
pretende amplificar y una sonda complementaria al Qprimer, llamada competidor
(Figura 3). El competidor tendrd una citosina en lugar de un residuo de guanina, para
que cuando se produzca la unién al Qprimer no se apague la seiial, permitiendo asf
calcular la cantidad de producto en funcién de la intensidad de fluorescencia generada
[81].
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Figura 5. Metodologia Guanina quenching-LAMP. A) Representacion esquemdtica del
funcionamiento de la metodologia Guanina quenching. En el recuadro se representa el Qprimer: primer
con residuo de citosina en 5° marcado con un fluoréforo. 1. Reaccién LAMP, si hay amplificacién se
apaga la sefial fluorescente al unirse el primer a la regién diana con residuo de guanina. 2. Alternativa
con uso de sonda complementaria al Qprimer (competidor), que mantiene la sefial de fluorescencia al
tener un residuo de citosina. B) Aplicacién (n° mdximo de dianas amplificadas y uso de muestras
clinicas), deteccién de la amplificacién (visual a término de reaccién o cuantitativa a tiempo real) y

adaptacidn a formato ‘listo para el uso’ (estabilizacién de reactivos).

Esta metodologia se ha empleado para la deteccién de una unica diana de
amplificacion para Nitrosomonas europaea en muestras de cultivo bacteriano [81], virus
de lainfluenza (VI), virus sincitial respiratorio (VSR) [79]y Coronavirus del Sindrome
respiratorio de Oriente Medio (MERS-CoV, del inglés Middle East Respiratory
Sindrome Coronavirus) [82]. Para el VI 'y VSR [79] y para el MERS-CoV [82] se ha
validado la técnica en muestras clinicas de pacientes (aspirados y secreciones nasales,

e hisopos recogidos de muestras nasales de pacientes). La posibilidad de utilizar
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diferentes fluordforos en el marcaje de los primers hace pensar en su posible desarrollo

futuro en formato multiplex.

1.3.1.5. Sondas de asimilacion o fluorescencia de primers

El proceso de marcaje de los primers es similar al de la tecnologia DARQ (ver
punto 1.3.1.1. En este caso, se marca el extremo 5’ de los primers con una secuencia de
menor numero de bases (sonda) con un fluoréforo adyacente. Ademds, se disefia una
sonda complementaria con un quencher en el extremo 3’. Esta estructura daplex
permanecerd hibridada y sin generar sefial mientras no haya amplificacién. Durante
la amplificacién, basdndose en el principio de desplazamiento de cadena que lleva a
cabo la Bst polimerasa, la sonda con el guencher es liberada y se genera una sefial de
fluorescencia monitorizada a tiempo real [83-86] (Figura 6A). La senal de
fluorescencia generada post-reaccién se puede observar a simple vista utilizando una
luz de tipo led o luz UV utilizando filtros fotogréficos de color [85,87,88]. Otra
posibilidad es la adicién post-reaccidn del polimero PEI que precipita los productos,
generando un pellet observable bajo luz UV y que variard de color en funcién de los

fluoréforos utilizados [89].

Siguiendo el mismo principio para el marcaje del primer, otra posibilidad
consiste en anadir la sonda-guencher post-reaccion. En ausencia de diana, el primer
marcado se unird a la sonda-quencher apagando la fluorescencia; por el contrario,
cuando haya amplificacidn, el primer serd inaccesible para la sonda-quencher y se
mantendrd la sefal de fluorescencia (Figura 6A; *Alternativa). Sin embargo, esta
opcidn no va a permitir realizar una lectura a tiempo real, puesto que el resultado se

obtiene post-reaccién [90-92].
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Figura 6. Metodologia sondas de asimilacion-LAMP. A) Representacidn esquemadtica del
funcionamiento de la metodologia sondas de asimilacién-LAMP. En el recuadro se representa el primer
marcado con una sonda y un fluoréforo en el extremo 5’, y una sonda complementaria (a la sonda
unida al primer) con un quencher en el extremo 3’; ambas estructuras estdn unidas al inicio de la
reaccion. 1. Unién del primer y sonda marcados y reaccion LAMP. 2. Liberacidn de la sonda-quencher y
emision de fluorescencia. *Alternativa: Ginicamente el primer marcado con una sonda y un fluoréforo
en 5’ se incorporan al inicio de la reaccion. 1*. Reaccion LAMP y adicion sonda-quencher post-reaccion.
Si existe amplificacidn se genera sefial de fluorescencia, si no existe amplificacién no se genera sefial de
fluorescencia. B) Aplicacién (n° mdximo de dianas amplificadas y uso de muestras clinicas), detecciéon
de la amplificacién (visual a término de reaccién o cuantitativa a tiempo real) y adaptacién a formato
‘listo para el uso’ (estabilizacion de reactivos).

Esta metodologia ha permitido la deteccion de hasta tres virus en una misma
reaccidn, incluyendo Zika, Dengue y Chikungunya [85,87], validando la técnica en
muestras clinicas de orina [85]. También ha permitido la deteccidn simultinea de dos
dianas para Salmonella enterica y Enterobacteria phago A en muestras de cultivo
bacteriano [84], Ralstonia salanacearum y R. solanacearum R3B2 en muestras de cultivo
bacteriano [83,84], SARS CoV-2 y gen humano ARNasa P, validando la técnica en
muestras nasofaringeas y saliva de pacientes [88], distincion del sexo (por regiones
cromosomicas) de embriones de ganado vacuno [89] y distincién de leche de vaca y

oveja (por gen citocromo b mitocrondrial) [86]. Ademads, varios trabajos han
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empleado esta metodologia para la deteccién del VIH (Virus de la Inmunodeficiencia

Humana) [90-92] en muestras clinicas de plasma y sangre de pacientes [90,92].

Por otra parte, algunos de los estudios que utilizan sondas de asimilacion han
logrado estabilizar los reactivos mediante procesos de liofilizacién permitiendo
prescindir de la cadena de frio para su almacenamiento [85,87,88,91,92]; en algunos
casos se ha conseguido mantener la funcionalidad de la reaccion hasta un mes después

del almacenamiento de los reactivos [91].

1.3.2. Métodos que utilizan sondas universales

Estos métodos emplean sondas o secuencias de ADN universales diferentes a
las de los primers especificos disefiados para cada ensayo LAMP. Algunos de ellos son:
Sondas OSD o ‘de desplazamiento de hebra en un paso’ (del inglés, One-step Strand
Displacement), Balizas moleculares (en inglés, Molecular Beacon) y Sondas MD o ‘de

desplazamiento del mediador’ (del inglés, Mediator displacement).

1.3.2.1. Sondas OSD o ‘sondas de desplazamiento de hebra en un paso’

Una sonda OSD estd formada por dos secuencias complementarias, una de
union a la regiéon de ADN diana marcada con un fluoréforo en uno de los extremos
(5’ 03’), y otra complementaria a la primera marcada con un quencher. Para favorecer
la unién de la sonda-fluoréforo a la region diana y generar la separacion de la sonda-
quencher, la primera debe de tener un mayor numero de pares de bases para favorecer
la entalpia de unidn a la diana (Figura 7A). Por ello, el disefio de este tipo de sondas
debe tener en cuenta los valores de entalpfa de union de las secuencias para poder
garantizar el intercambio de unidn [93-95]. La sefial de fluorescencia generada es

monitorizada por equipos de lectura de fluorescencia a tiempo real.
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Figura 7. Metodologia sondas OSD-LAMP. A) Representacién esquemadtica del funcionamiento de
la metodologia sondas OSD. En el recuadro se representa la sonda universal marcada con un fluoréforo
en 3’y la sonda complementaria marcada con un quencher. 1. Reaccion LAMP; unién de la sonda-
fluoréforo a la diana si existe amplificacién y emisién de fluorescencia. B) Aplicacion (n° méximo de
dianas amplificadas y uso de muestras clinicas), deteccién de la amplificacién (visual a término de
reaccién o cuantitativa a tiempo real) y adaptacién a formato ‘listo para el uso’ (estabilizacion de

reactivos).

El uso de la metodologia sondas OSD-LAMP ha permitido la amplificacién de
una unica diana para la deteccién polimdrfica de un alelo mutante en el oncogen
BRAF (V600E) [93], la deteccion de Wolbachia en ejemplares de mosquito Aedes
aegypti [96], la deteccion de MERS-CoV en muestras de cultivo celular [97] y la
deteccidn del marcador bacteroides HF183 como indicador de contaminacion fecal
humana en muestras de agua [94]. También ha permitido la deteccion simultinea en
una misma reaccion de Plasmodium falciparum y Virus del herpes simplex (VHS1) en
muestras artificiales preparadas con material genémico de ambos organismos [93] y
la deteccion de hasta cuatro variantes genéticas del virus Zika a partir de ejemplares

de mosquitos Aedes aegypti infectados [98].

El uso de reactivos estabilizados mediante procesos de liofilizacién ha sido
probado con esta metodologia consiguiendo una viabilidad de los reactivos de hasta

cien dfas tras su almacenamiento [94].

1.3.2.2. Molecular beacon o baliza molecular

La sonda o baliza molecular (25-45 pb), especifica para los amplicones, se
modifica en un extremo con un fluoréforo y en el otro con un quencher. Ambos

extremos son complementarios y generan una estructura en bucle o en forma de
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horquilla que mantiene préximos el fluordforo y el quencher apagando la senial de
fluorescencia. Cuando la sonda hibrida con el producto de amplificacién diana, se
produce la apertura de la horquilla generando una sefial de fluorescencia [99-102]
(Figura 8A).
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Figura 8. Metodologia baliza molecular-LAMP. A) Representacién esquemadtica del funcionamiento
de la metodologia baliza molecular. En el recuadro se representa una baliza molecular: una estructura
en forma de horquilla con una sonda y dos secuencias complementarias marcadas en los extremos una
con un quencher y otra con un fluoréforo. 1. Reaccion LAMP; sefial de fluorescencia si existe
amplificacién al abrirse la horquilla y separarse el fluoréforo y el guencher. B) Aplicacién (n® mdximo
de dianas amplificadas y uso de muestras clinicas), deteccién de la amplificacién (visual a término de
reaccidén o cuantitativa a tiempo real) y adaptacién a formato ‘listo para el uso’ (estabilizacién de
reactivos).

Los resultados de los ensayos pueden ser monitorizados a tiempo real gracias a
dispositivos de lectura de fluorescencia [99]. También se ha conseguido la deteccién
visual de los resultados, bien mediante un anilisis posterior de los patrones de bandas
en gel de electroforesis que evidencian bandas especificas asociadas a las sondas
marcadas [103], o bien, mediante el uso de chips microfluidicos tras las excitacién de
los fluoréforos con luz UV que evidencian un cambio de color apreciable a simple
vista [101,102].

La aplicacion de balizas moleculares hasta la fecha ha permitido la deteccion
de una sola diana de amplificacién utilizando pldsmidos para Vibrio cholerae [99] y
Vibrio parabemolyticus [100] y del protozoo Trypanosoma bruce: utilizando ADN
gendmico [102]. También la deteccion en formato LAMP duplex del VIH y VHC

(Virus de la hepatitis C) en muestras clinicas de plasma [101], y hasta la amplificacién
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de seis dianas diferentes para la deteccién del VIH, VHC, VHB (Virus de la hepatitis
B), VHE (Virus de la hepatitis E), Virus del Dengue y Virus del Nilo Occidental en

muestras clinicas de plasma [103].

1.3.2.3. Sonda MD o ‘de desplazamiento del mediador’

Esta metodologia emplea una sonda dimérica bifuncional y una baliza
molecular universal. La sonda estd compuesta por una secuencia parcialmente
complementaria a una regién especifica del ADN diana seguida por una secuencia
universal en el extremo 5°, y otra secuencia complementaria a la secuencia universal
denominada ‘mediador wuniversal de desplazamiento’ (MD). Durante la
amplificacidn, se produce el desplazamiento del MD que hibrida con una secuencia
especifica de la baliza molecular provocando la apertura de ésta y, subsiguientemente,
la generacion de la senial de fluorescencia que es recogida por dispositivos de lectura

de fluorescencia a tiempo real [104-106] (Figura 9A).
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Figura 9. Metodologia sondas MD-LAMP. A) Representacién esquemitica del funcionamiento de la
metodologia sonda MD. En el recuadro se representa una sonda dimérica bifuncional. 1. Reaccién
LAMP y unién de la sonda dimérica bifuncional. 2. Liberacién del mediador (MD); 3. Apertura de la
baliza molecular y emisién de fluorescencia. B) Aplicacién (n° mdximo de dianas amplificadas y uso
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de muestras clinicas), deteccién de la amplificacién (visual a término de reaccién o cuantitativa a

tiempo real) y adaptacion a formato ‘listo para el uso’ (estabilizacién de reactivos).

La aplicacién multiplex de las sondas MD ha sido llevada a cabo para la
amplificacién simultdnea de hasta un mdximo de dos dianas para la deteccién del
VIH-1 y HTLV-1 (virus linfotrépico humano de células T tipo 1, del inglés, human T-
lymphotropic virus 1) [104], y de Haemophilus ducreyi y Treponema pallidum [104,105].
Ademais, en este dltimo estudio para H. ducreyi y T. pallidum, validé la técnica en
muestras clinicas de pacientes utilizando muestras de ulcera recogidas con hisopos
[105].

1.3.3. Métodos que utilizan enzimas de restriccion o endonucleasas

Una alternativa para la generacion de ensayos de LAMP multiplex es mediante
el uso de enzimas de restricciéon o endonucleasas. Los primers del ensayo LAMP se
disefian anadiendo una secuencia de reconocimiento de endonucleasas o enzimas de
restriccion que durante la amplificacion generardn amplicones que contendrdn dichas
secuencias. En consecuencia, el uso posterior de endonucleasas producird la digestion
de los productos amplificados. Siguiendo esta metodologia se pueden utilizar
diferentes mecanismos de reconocimiento de los productos digeridos y la deteccion
simultinea de multiples secuencias diana. Uno de estos mecanismos es la tecnologia
MERT-LAMP (del inglés, Multiple Endonuclease restriction Real-Time LAMP technology)
o ‘tecnologia LAMP a tiempo real con multiples endonucleasas de restriccion’. Esta
tecnologia consiste en el marcaje de la secuencia de reconocimiento de las
endonucleasas con un fluoréforo y un quencher para que durante la digestion
enzimadtica se produzca la separacién de ambos y se genere una sefial de fluorescencia
detectada a tiempo real [107-109] (Figura 10A). Otro de los mecanismos es la
realizacién de una electroforesis en gel de agarosa para distinguir visualmente los
diferentes amplicones especificos, llevada a cabo una vez finalizada la amplificacién y
posterior digestién enzimdtica [110-112]. Este altimo mecanismo es el unico sistema

que permite la deteccion visual de los resultados para esta metodologfa.
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Figura 10. Metodologia que emplea endonucleasas-LAMP. A) Representacién esquemdtica del
funcionamiento de la metodologfa que emplea endonucleasas de restriccién. En el recuadro se
representa el primer FIP marcado con una secuencia de reconocimiento de endonucleasas entre un
fluoréforo y un gquencher. 1. Reaccién LAMP. 2. Amplicones generados en la amplificacién que
integran la secuencia de reconocimiento de endonucleasas; 3. Digestién por endonucleasas y emision
de la sefial de fluorescencia. B) Aplicacién (n° méximo de dianas amplificadas y uso de muestras
clinicas), deteccién de la amplificacién (visual a término de reaccién o cuantitativa a tiempo real) y

adaptacién a formato ‘listo para el uso’ (estabilizacién de reactivos).

El uso de endonucleasas de restriccion se puede combinar con técnicas de
pirosecuenciacion para la deteccion especifica de secuencias. Asi, los primers marcados
con secuencias de reconocimiento de endonucleasas, también se modifican con la
adicion de secuencias ‘codigo de barras especie-especificas’ (en inglés, target-specific
barcodes), que se incorporan a los amplicones durante la amplificacién. Tras la
digestion enzimdtica se realiza la decodificacion de la “secuencia codigo de barras”
mediante pirosecuenciacion (Figura 11A), un método de secuenciacidon por sintesis
de una region corta que permite determinar el orden de una secuencia de ADN
mediante luminiscencia, permitiendo asf la deteccidn de diferentes dianas [113]. Los
resultados obtenidos por esta metodologia no permiten una lectura a tiempo real ni

cuantificacién de los productos de amplificacion.
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Figura 11. Metodologia que emplea endonucleasas y pirosecuenciacion-LAMP. A) Representacion
esquematica del funcionamiento de la metodologia que emplea endonucleasas y pirosecuenciacion. En
el recuadro se representa el primer FIP marcado con una secuencia de reconocimiento de endonucleasas
y una secuencia ‘cdigo de barras especie-especifica’. 1. Reaccion LAMP y los amplicones generados
integran la secuencia de reconocimiento de endonucleasas y la secuencia ‘cddigo de barras especie-
especifica’. 2. Digestién por endonucleasas y pirosecuenciacion. B) Aplicacién (n° méximo de dianas
amplificadas y uso de muestras clinicas), deteccién de la amplificacién (visual a término de reaccién o

cuantitativa a tiempo real) y adaptacién a formato ‘listo para el uso’ (estabilizacién de reactivos).

El empleo de endonucleasas para reacciones LAMP multiplex, ha permitido la
amplificacion de tres dianas para la identificacion de tres genes de resistencia a las
sulfonamidas (su/1, sul2 , sul3) en muestras clinicas aisladas de Enterobacteriaceae [111];
la identificacidn de dos dianas para la deteccién simultdnea de Listeria monocytogenes
y Listeria ivanovii validando el ensayo en carne cruda [108], de Shigella spp. y
Salmonella spp. en leche [109], de Vibrio parahaemolyticus y Vibrio vulnificus en ostras
contaminadas artificialmente [107], de Babesia bigemina'y B. bovis en sangre de ganado
bovino [110] y de los virus B del Crysanthemum (CVB) y del enanismo del
Crysanthemum (CSVd) en tejido vegetal de crisantemo [112]. Ademds, el empleo
adicional de métodos de pirosecuenciacion ha permitido la deteccidn de cuatro dianas
simultineamente para la detecciéon del VIH, VHC, VHB y Treponema pallidum,

validdndose el andlisis en muestras clinicas de sangre [113].
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1.3.4. Métodos que utilizan nanoparticulas

Estos métodos emplean nanoparticulas (NPs) que modifican su superficie con
sondas diana-especificas de los amplicones generados tras la amplificacion mediante
LAMP. Cuando existe amplificacion, la hibridacién de las sondas con los amplicones
provoca la repulsién de las NPs que permanecerdn distribuidas homogéneamente en
la solucidn. Si no existe amplificacién (no se produce hibridacién sonda-amplicén)
las NPs tenderdn a autoagregarse y se producird una sefial colorimétrica (Figura 12A).
Existen diferentes NPs, cada una de las cuales mostrard diferentes cambios de color
en funcién de su estado de agregacion o repulsion. Por lo general, las NPs mads
utilizadas son las de oro (AuNP), que producen un cambio de color rojo (en estado
de repulsion) a azul/gris (en estado de agregacion) apreciable a simple vista [114,115].
Otras NPs como las de plata (AgNPs; de color amarillo) o nanorods de oro (AuNRs;
de color cian) son menos empleadas. El uso combinado de diferentes nanoparticulas
(AgNPs, AuNPs y AuNP) para la deteccion de tres dianas por diferenciacion
colorimétrica, aunque se ha ensayado de forma experimental, no se ha utilizado adn
en ningun ensayo de amplificacién [116]. Sin embargo, este estudio nos lleva a pensar
en el potencial uso combinado de NPs para la aplicacion en ensayos LAMP multiplex,
dado que a priori el procedimiento metodoldgico es similar al del uso de un solo tipo
de NPs.
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Figura 12. Metodologia que emplea nanoparticulas-LAMP. A) Representacion esquemadtica del
funcionamiento de la metodologfa que emplea nanoparticulas. En el recuadro se representa una
nanoparticula (NP) marcada con sondas especie-especifica. 1. Reaccién LAMP; si no existe
amplificacién se produce la agregacién de las NPs; si existe amplificacién se genera la unién de los
amplicones a las sondas especie-especificas que recubren la NP y se produce la repulsién de las NPs. B)
Aplicacién (n° méximo de dianas amplificadas y uso de muestras clinicas), deteccién de la
amplificacién (visual a término de reaccidén o cuantitativa a tiempo real) y adaptacién a formato ‘listo

para el uso’ (estabilizacidn de reactivos).

Para facilitar la aplicaciéon multiplex de esta metodologia, se ha utilizado la
combinacion de NPs con tiras inmunocromatogréficas o pruebas de flujo lateral. Los
primers del ensayo LAMP se marcan con dos antigenos (Ag) diferentes que se
incorporardn a los amplicones (Figura 13A). El antigeno 1 (Agl), idéntico para todas
las dianas, hibridard con los anticuerpos anti-Agl que estdn recubriendo las AuNPs.
El antigeno 2 (Ag2) es especifico de cada diana y presentard sus anticuerpos sobre la
tira inmunocromatogréfica. Por tanto, los amplicones marcados quedardn retenidos
en las tiras inmunocromatograficas por la unién del Ag2 y el anticuerpo, quedando
acumuladas las AuNPs unidas al Agl, mostrando una banda roja observable a simple

vista [117-121].
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Figura 13. Metodologia que emplea nanoparticulas combinadas con tiras
inmunocromatogréficas-LAMP. A) Representacién esquemdtica del funcionamiento de la
metodologfa que emplea nanoparticulas con tiras inmunocromatogréficas. En el recuadro se representa
el primer FIP marcado con antigeno 2 (Ag2) y el primer BIP marcado con antigeno 1 (Agl), ambos
antigenos situados en el extremo 5’ del primer. 1. Reaccion LAMP y generacién de amplicones
marcados con antigenos (Agl y Ag2). 2. Tira inmunocromatografica con anticuerpos especificos (anti-
Ag2) y NPs marcadas con anticuerpo anti-Agl. 3. Unién de los amplicones generados en la reaccién
LAMP a las NPs (anti-Agl), y sobre la tira inmunocromatogrifica (anti-Ag2). B) Aplicacién (n° mdximo
de dianas amplificadas y uso de muestras clinicas), deteccién de la amplificacién (visual a término de
reaccidén o cuantitativa a tiempo real) y adaptacién a formato ‘listo para el uso’ (estabilizacién de

reactivos).

Esta metodologia no permite la deteccién a tiempo real ni cuantificacién de
los resultados, debido a que éstos se obtienen exclusivamente al término de la
reaccion. El nuimero mdximo de dianas amplificadas utilizando NPs ha sido tres, para
la deteccion simultdnea de Pseudomonas aeruginosa (ecfx) y dos de sus toxinas (ExoS y
ExoU) [117]. También se ha realizado en formato LAMP ddplex para la deteccién de

Enterococcus faecalis y Staphylococcus aureus validando el ensayo en muestras de sangre
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[118], la deteccién de dos genes del SARS-CoV-2 validado en muestras orofaringeas
[119] y la deteccidén de dos subtipos de Influenzavirus A validado en muestras
nasofaringeas [120]. Otros trabajos han llevado a cabo esta metodologfa para la
deteccion unica de Streptococcus iniae en muestras de pez cebra infectado
artificialmente [114], Virus del papiloma humano (HPV) en muestras de tejido

cervical [115]y Leptospira spp. en muestras de cultivo bacteriano [121].

1.3.5. Métodos que utilizan combinacion de varias técnicas

La combinacion de la tecnologia LAMP con otras técnicas de aplicacidn en el
diagndstico puede ayudar a la identificaciéon especifica de secuencias y, por
consiguiente, la posible deteccion multiplex de diferentes dianas. Algunos de ellos
son: la combinacién con la técnica ELISA o ensayo de inmunoabsorcion ligado a
enzima (del inglés, Enzyme-linked InmunoSorbent Assay) y la combinacion con técnicas

de secuenciacidn.

1.3.5.1. LAMP-ELISA o ‘ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzima’

Los primers del LAMP se marcan con dos moléculas, digoxigenina y biotina,
que se incorporardn a los amplicones. Tras la reaccion LAMP, los productos generados
se transfieren a una placa de ELISA previamente tapizada con estreptavidina (con alta
afinidad por la biotina), quedando los amplicones marcados inmovilizados en la
superficie de la placa. Tras realizar el protocolo de ELISA correspondiente, los
resultados se detectan en un lector automdtico de placas que proporciona valores de
absorbancia que se corresponden con el grado de hibridacion de los amplicones con
las sondas especificas fijadas en la placa [122-124]. El desarrollo del LAMP-ELISA
requiere largos tiempos de procesamiento. La combinacion de ambas técnicas ha
permitido la deteccidn especifica de secuencias, aunque hasta la fecha no se ha
empleado para un diagndstico multiplex. Algunos de los ensayos para la deteccion
individual de una sola diana se han desarrollado para la deteccidén de Mycobacterium
tuberculosts, en muestras de esputo de pacientes [122], o para Salmonella spp., en
muestras de sangre [124] y de carne [123] contaminadas artificialmente con el

microorganismo.

Por otro lado, el uso combinado de la tecnologias LAMP vy la alternativa Dot-

ELISA [125,126], ha permitido la deteccién de Taenia solium, T. saginata y T. asiatica
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en un mismo ensayo y se ha validado en muestras de heces [127]. El desarrollo es
similar al expuesto anteriormente, pero se utilizan diferentes marcadores
(digoxigenina o DIG, isotiocinato de fluoresceina o FITC y tetrametilrhodamina o
TAMRA) que se integran en los diferentes amplicones especie-especificos. En lugar de
una placa tapizada, se utiliza una membrana de nitrocelulosa tapizada con los
anticuerpos especificos para DIG, FITC y TAMRA. El resultado positivo se observa
como un punto de color visible en la membrana [127] (Figura 14A). En ninguno de
los dos ensayos combinados, LAMP-ELISA ni LAMP-Dot-ELISA, se obtiene una sefial

que permita la deteccion y cuantificacion de los resultados a tiempo real.
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Figura 14. Metodologia combinada LAMP-Dot-ELISA. A) Representacién esquemdtica del
funcionamiento de la metodologia que combina LAMP y Dot-ELISA. En el recuadro se representa el
primer FIP marcado con digoxigenina (DIG) y el primer BIP marcado con biotina, ambos marcados en
el extremo 5’. 1. Reacciéon LAMP y generacién de amplicones marcados con biotina y DIG. 2.
Transferencia del producto del LAMP a la membrana de nitrocelulosa marcada con anticuerpo (anti-
DIG). 3. Dot-ELISA. B) Aplicacién (n° médximo de dianas amplificadas y uso de muestras clinicas),
deteccién de la amplificacidn (visual a término de reaccién o cuantitativa a tiempo real) y adaptacién
a formato ‘listo para el uso’ (estabilizacién de reactivos).
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1.3.5.2. LAMP-Secuenciacion

La secuenciacién de los amplicones generados en los ensayos LAMP permite
el andlisis detallado de las secuencias que ayuda a la identificacion de multiples dianas.
La técnica de pirosecuenciacion mencionada anteriormente (ver punto 1.3.3.)
requiere del marcaje de los amplicones especificos para su posterior identificacidn.
Sin embargo, el uso de la secuenciacién mediante nanoporos con un secuenciador
portitil MinION™ (Oxford Nanopore Technologies, Oxford, Reino Unido), no
requiere ningdn tipo de marcaje o uso de sondas adicionales para la identificacion
(Figura 15A). No obstante, este proceso requiere de largos periodos de tiempo ya que
se necesita la preparacion previa de una biblioteca de ADN vy los protocolos de

secuenciacion pueden durar de 24 a 48 horas [128-132].
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Figura 15. Metodologia combinada LAMP-Secuenciacion. A) Representacion esquematica del
funcionamiento de la metodologfa que combina LAMP con secuenciacién mediante MinlON™. En
el recuadro se representa el LAMP y un secuenciador MinION™. 1. Reaccién LAMP; los amplicones
generados se transfieren al secuenciador MinION™. 2. Representacién de los resultados obtenidos con
la secuenciacién. B) Aplicacién (n° mdximo de dianas amplificadas y uso de muestras clinicas),
deteccién de la amplificacién (visual a término de reaccién o cuantitativa a tiempo real) y adaptacién

a formato ‘listo para el uso’ (estabilizacién de reactivos).
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El uso de dispositivos MinlON™ ha permitido la aplicacién multiplex para la
amplificacién simultdnea de seis especies de Plasmodium en muestras de sangre de
pacientes [132]; cuatro serotipos distintos de virus del Dengue en muestras de sangre
de pacientes [129]; la mutacién de resistencia a la artemisinina de Plasmodium
falciparum en muestras de sangre de pacientes [131] y distintos genotipos del virus
Chikungunya en muestras de suero de pacientes [130]. Ademas, este ultimo trabajo
se llevo a cabo con reactivos LAMP previamente estabilizados mediante un protocolo

de secado y almacenados a temperatura ambiente durante dos meses [130].

1.3.6. Otros métodos

Existen otras alternativas mds sencillas con capacidad de aplicacién a un
diagndstico LAMP multiplex, como el andlisis de las curvas de melting o la
electroforesis en gel de agarosa. La diferenciacién de los productos amplificados
mediante el andlisis de las curvas de melting permite distinguir los diferentes
productos amplificados por sus diferentes temperaturas de fusion. Los resultados van
a depender de las temperaturas propias de los primers, que varian en funcién de su
contenido en CG y que deberdn ser suficientemente diferentes para que puedan ser
diferenciados en la curva de melting obtenida al finalizar la reaccién. Por ello, este tipo
de andlisis no siempre podrd llevarse a cabo [133,134]. Esta estrategia ha permitido la
aplicacién del LAMP en formato duplex para la deteccion de Salmonella spp. y Vibrio
parahaemolyticus en muestras de leche contaminadas artificialmente [133], y

Leishmania donovani y Mycobacterium leprae en biopsias de tejido de pacientes [134].

La distinciéon de los productos amplificados para una deteccién LAMP
multiplex mediante electroforesis en gel de agarosa puede seguir dos estrategias. Por
un lado, la diferenciacién de los patrones de bandas de cada LAMP especifico por el
diferente bandeo en escalera. Este método ha servido para la deteccién simultanea de
Salmonella spp.y Shigella spp. en muestras de leche contaminada artificialmente [135].
Por otro lado, mediante el marcaje de uno de los primers internos de cada set de primers
con un fluordforo diferente que permite la distincién del bandeo especifico por
colorimetria. Esta estrategia se ha aplicado para la detecciéon simultinea de

Plasmodium berghei y Dirofilaria immitis en mosquitos infectados [136].

Otras metodologias mds complejas implican el desarrollo de chips
microfluidicos integrados con ensayos LAMP, que tienen el potencial de

proporcionar diagnosticos rapidos al combinar la extraccion del material genético, el
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procesamiento de reaccidn y la lectura a tiempo real y/o interpretacion de los
resultados [137-140]. Este tipo de ensayos se han utilizado para la deteccion LAMP
multiplex de hasta cinco especies, incluyendo Streptococcus agalactiae, Enterococcus
faecalis, Gardnerella vaginalis, Candida albicans y Chlamydia trachomatis en muestras
del tracto genital inferior [140] y genes especificos de camello, vaca, yegua, yak y cabra
para la identificacion de especies a partir de muestras de leche [138]. También para la
deteccidon simultinea de Streptococcus pneumoniae y Mycoplasma pneumoniae en
muestras orofaringeas y broncoalveolares de pacientes [137] y del Bacteriéfago Ay

Escherichia coli utilizando ADN gendmico [139].

En resumen, las diferentes metodologias expuestas han demostrado ser utiles
para la deteccidn simultdnea de multiplex dianas aplicando la tecnologia LAMP
(Tabla 2). Las dianas objeto de amplificacién son muy diversas y varfan en los
diferentes trabajos consultados, aunque sobresalen en numero las publicaciones de
virus y bacterias. Los trabajos con protozoos se centran casi exclusivamente en
Plasmodium spp. [71,93,131,136]. En lo referente a las consideradas como NTDs,
también destacan los estudios relacionados con virus sobre el resto de enfermedades,
concretamente Chikungunya y Dengue [72,73,75,85,103,129,130]. Solamente se ha
llevado a cabo un estudio en 2021 por Joshi y colaboradores [134] para la deteccion
en un mismo ensayo de Leishmania donovani y Mycobacterium leprae, agentes causales
de la leishmaniosis y lepra, respectivamente. Los trabajos con helmintos son ain muy
escasos a pesar de la variedad de especies que causan NTDs y la alta tasa de
coinfecciones por varias especies en dreas endémicas. Un dnico estudio ha conseguido
la amplificacién simultdnea de tres especies de Taenia: Taenia solium, T. saginata y T.
astatica [127]. También hay que destacar el escaso numero de estudios que utilizan
muestras clinicas. Su desarrollo y aplicacién ayudaria a la validacién de las diferentes
técnicas e impulsarfan su reproducibilidad por otros laboratorios y centros de

investigacion.

Por otra parte, la aplicabilidad point-of-care (POC) de la tecnologia LAMP es
una de sus cualidades mas destacadas, pero aun se hace necesario el uso de
instrumentacion sencilla y, ademads, portdtil. Las metodologifas con capacidad de
aplicacion LAMP multiplex van a requerir de sistemas adaptados o de elaboracion ad
hoc para su uso como método de diagndstico POC, ya que la mayoria se basan en la
deteccidn de resultados mediante fluorescencia. Ante esta posible limitacion, algunos
trabajos ya se han basado en chips microfluidicos [137-140] o dispositivos tipo “cajas”
para realizar LAMP de forma portétil (“portable LAMP box”) adaptados para una

lectura sencilla de los resultados de fluorescencia a través del uso de filtros fotograficos
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[72-74,85,87] e incluso desarrollando aplicaciones para smartphone que ayudan a la
interpretacion de los resultados [73,74]. Otros dispositivos comerciales, como los
ofertados por la empresa OptiGene (Reino Unido), disponen de baterias para un uso
auténomo sin necesidad de electricidad y son capaces de llevar a cabo la lectura de
fluorescencia a tiempo real [84,86]. Por otro lado, el uso de tiras de flujo lateral
favorece la aplicacion de metodologias LAMP multiplex, ya que facilita su realizacion
e interpretacion de los resultados [117-119]. Sin embargo, a pesar de la variedad de
metodologfas y estudios realizados, ain no se ha aplicado ningin método LAMP

multiplex en condiciones de campo.
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Tabla 1. Métodos dependientes de secuencias para el desarrollo de LAMP multiplex.

Método

Ne maxi —
Lo Especies/dianas amplificadas plicacion

dianas muestras clinicas

Deteccion

visual

Cuantificacién

Estabilizaciéon

reactivos

DARQ

4 Escherichia coli, Caenorhabditis elegans, bacteriéfago A, hBRCA1 [67] v
Genes Staphyloccus aureus resistente a la meticilina (femB, mecA, spa) [69]
Salmonella spp.[70]
Plasmodium spp, P. vivax, P. falciparum, Actina humana [71]

X

v

X

QUASR

2 Virus del Nilo Occidental, Chikungunya [72] v
Zika, Chikungunya (73]
Virus de la fiebre amarilla, Dengue [75]

FLOS

3 Virus varicela-zdster [76] v
Trialeurodes vaporariorum, Bemisia tabaco MEAM1) y B. tabaci (MED) [77]

Fulviformes umbrinellus y Fomitiporia torreyae [78]

Guanina
quenching *

1 VI[79] v
VSR [79]
Nitrosomonas europaea [81]
MERS-CoV [82]

Sondas de
asimilacién

3 Zika, Dengue, Chikungunya [85,87] v
SARS CoV-2 y hARNasa P [88]
Salmonella enterica y Enterobacteria phago A [84]
Ralstonia salanacearum y R. solanacearum R3B2 [83,84]
Citocromo b mitocondrial (oveja y vaca) [86]
VIH-1 [90-92]
Sexo embriones [89]

Sondas OSD

4 VHS-1y P. falciparum [93] X
Deteccion polimdrfica en gen BRAF [93]
Contaminacidn fecal humana (Bacteroides HF183) [94]
Wolbachia [96]
MERS-CoV [97]
Zika (4 genotipos) [98]
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i Ne mdximo . . . Aplicacion Deteccion . ., Estabilizacion
Método . Especies/dianas amplificadas L. R Cuantificacién i
dianas muestras clinicas visual reactivos
Baliza molecular 6 Vibrio cholerae [99] v v v X
VIH, VHB, VHC, VHE, Dengue y Virus del Nilo Occidental [103]
VIH y VHC [101]
Vibrio parabaemolyticus [100]
Sonda MD 2 VIH-1y HTLV-1 [104] v X v X
Haemophilus ducreyi'y Treponema pallidum [104]
T. pallidum y H. ducreyi [105]
Endonucleasas 3 Genes resistencia sulfonamidas (sul1, sul2, sul3) [111] v v v X
Babesia bigemina y B. bovis [110]
Virus B del Crysanthemum (CVB) y Virus del enanismo del Crysanthemum
(CSVd) [112]
Listeria monocytogenes'y L. invanovii [108]
V. parabaemolyticus y Vibrio vulnificus [107]
Shigella spp. y Salmonella spp. [109]
Endonucleasas + 4 VHB, VHC, VIH y T. pallidum [113] v X X X
pirosecuenciacion
Nanoparticulas * 1 VPH [115] X v X X
Nanoparticulas + 3 Streptococcus iniae [114] v v X X
pruebas de flujo Pseudomonas aeruginosa (ecfx) y toxinas ExoS y ExoU [117]
lateral Influenzavirus A (dos subtipos) [120]
Leptospira [121]
Enterococcus fecalis y S. aureus [118]
SARS-CoV-2 (dos genes) [119]
LAMP-ELISA / 3 Salmonella spp.[123,124] v v X X
dot-ELISA Mycobacterium tuberculosis [122]
Taenia solium, T. saginata y T. astatica [127]
LAMP- 6 Dengue (4 serotipos) [129] v X X v
Secuenciacion P. falciparum (mutacién de resistencia a artemisinina) [131]

Plasmodium (6 spp.) [132]
Chikungunya (genotipos) [130]
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i Ne mdximo . . . Aplicacion Deteccion . ., Estabilizacion
Método . Especies/dianas amplificadas L. R Cuantificacién i
dianas muestras clinicas visual reactivos
Curva de melting 2 Salmonella spp.y V. parabaemolyticus [133] v X v X
Leishmania donovani y Mycobacterium leprae [134]

Gel de 2 Salmonella spp.y Shigella spp.[135] v v X X
electroforesis Plasmodium berghei y Dirofilaria immitis [136]

Chips 5 Streptococcus pneumoniae y Mycoplasma pneumoniae [137] v v v X
microfluidicos Genes especificos vaca, camello, cabra, caballo y yak [138]

E. coli y Bacteridfago A [139]
Streptococcus agalactiae, Enterococcus faecalis, Gardnerella vaginalis,
Candida albicans y Chlamydia trachomatis [140]

BRCAT1, gen humano cdncer de mama; VI, virus influenza; VSR, virus respiratorio sincitial; VHS1, virus herpes simple 1, VIH, virus de la inmunodeficiencia
humana; VHB, virus de la hepatitis B; VHC, virus de la hepatitis C; VHE, virus de la hepatitis E; HTLV-1, virus linfotréfico de células T humanas tipo 1; VPH,

virus del papiloma humano.
*métodos que no se han aplicado al formato multiplex.

V: indica que se ha probado en muestras clinicas, se detectan visualmente los resultados, permite la cuantificacién de los resultados o se ha probado con

reactivos estabilizados.

X: indica que se no se ha probado en muestras clinicas, no hay deteccién visual de los resultados, no permite la cuantificacién o no se ha probado con reactivos

estabilizados.
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Capitulo II: Hipdtesis y objetivos

2.1. HIPOTESIS

Uno de los retos mds importantes a los que se enfrentan las Enfermedades
Tropicales Desatendidas (NTDs), principalmente la esquistosomosis y la
estrongiloidosis, es la busqueda de un diagndstico alternativo a los meétodos
convencionales utilizados habitualmente en zonas endémicas de escasos recursos. En
estas dreas son frecuentes las coinfecciones entre varias NTDs complicando ain mds
el diagndstico tradicional. Ademds, existe un incremento de estas enfermedades en

nuestro entorno, asociado al aumento de la migracion y los viajes a zonas endémicas.

Es conocido que los métodos de diagndstico convencionales carecen de
sensibilidad y especificidad suficientes. La aparicion de hibridos, principalmente
entre diferentes especies de esquistosomas, dificulta ain mds este tipo de diagndstico.
Por otro lado, la falta de recursos en las zonas donde estas enfermedades son
endémicas complica la aplicacién de métodos de diagndstico moleculares como la
PCR vy sus variantes. La tecnologia LAMP es una alternativa adecuada al presentar

ventajas en cuanto a sensibilidad, rapidez, simplicidad y bajo coste.

Teniendo en cuenta la elevada prevalencia de coinfecciones en zona endémica
y la reciente introduccién de formas hibridas de esquistosomas en dreas no endémicas,
serfa de gran utilidad disponer de un LAMP multiplex que permitiera la deteccion
simultdnea de varios patégenos en un mismo ensayo. Idealmente, el desarrollo de

nuevos ensayos tipo LAMP y sus variantes deberfa adaptarse al diagndstico point-of-
care de las NTDs.

2.2. OBJETIVOS

El objetivo general de esta Tesis Doctoral es aplicar la tecnologia LAMP y
adaptarla a un formato multiple que permita su uso como diagndstico point-of-care y

la deteccién simultianea de varios patdgenos.

Los objetivos especificos son:

1. Evaluar el método LAMP para la deteccién de formas hibridas de

esquistosomas.
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Desarrollar un método LAMP multiplex para el diagndstico de coinfecciones

Schistosoma/Strongyloides.

. Aplicar el método LAMP para el diagndstico point-of-care de la estrongiloidosis

en zona endémica.
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Capitulo III: Articulos de investigacion

RESUMEN

La esquistosomosis es una de las enfermedades parasitaras mds importantes en
términos de morbilidad y mortalidad que afecta fundamentalmente a paises en vias
de desarrollo de dreas tropicales y subtropicales. Estd causada por trematodos
digénidos del género Schistosoma. La aparicion de hibridos naturales de Schistosoma
spp- tiene el potencial de sustituir a las especies existentes, generar resistencias o
afectar a nuevos hospedadores. Algunas formas hibridas como S. haematobium/S. bovis

pueden infectar a humanos y animales, incrementando su potencial zoondtico.

Se ha descrito también la transmision autdéctona de la esquistosomosis en
regiones no endémicas. En el afio 2013 se detectd el primer brote de esquistosomosis
urogenital autdctona en el rio Cavu en Cdrcega (Francia), que afectéd a mds de 120
personas locales y turistas. Los andlisis moleculares determinaron que las especies
causantes de la infeccion fueron Schistosoma haematobium, S. bovis y formas hibridas
de S. haematobium/S. bovis. Mas recientemente, también se ha descrito la transmisién
autoctona de la enfermedad en Espana, en un grupo de agricultores que se bafiaron
en una balsa de riego en Almerfa. La aparicién de nuevos pardsitos hibridos puede
tener consecuencias en el diagndstico, en la transmision y en la morbilidad de la

enfermedad, poniendo de manifiesto un problema emergente de Salud Publica.

En trabajos anteriores a esta Tesis Doctoral, nuestro grupo de investigacion
desarroll6 distintos métodos moleculares basados en la tecnologia LAMP para la
deteccion especie-especifica de S. mansont, S. haematobium y S. bovis, asi como un
método LAMP para la deteccidn género-especifica de diferentes especies de
esquistosomas. En este trabajo nos propusimos evaluar el método LAMP género-
especifica de Schistosoma para la deteccion de ADN de esquistosomas hibridos S.
haematobium/S. bovis (Sh/Sb) procedentes del brote de esquistosomosis urogenital
autoctono detectado en Cdreega y en estudios realizados en Costa de Marfil. El LAMP
género-especifico resultd eficaz tanto en la deteccion de ADN de especies puras como

en la de las distintas formas hibridas S#/Sb con distinta sensibilidad.

Ante la falta de disponibilidad de muestras clinicas, evaluamos el LAMP
género-especifico en muestras simuladas, esto es, utilizando muestras de orina de
pacientes sanos contaminadas con diferentes concentraciones de ADN de los distintos
perfiles de esquistosomas hibridos SA/Sb. Los resultados de nuestro estudio
evidenciaron que el LAMP género-especifico puede ser una herramienta molecular

util en la deteccidn de hibridos de Schistosoma.
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Abstract: Schistosomiasis is a disease of great medical and veterinary importance in tropical and
subtropical regions caused by different species of parasitic flatworms of the genus Schistosoma. The
emergence of natural hybrids of schistosomes indicate the risk of possible infection to humans and
their zoonotic potential, specifically for Schistosoma haematobium and S. bovis. Hybrid schistosomes
have the potential to replace existing species, generate new resistances, pathologies and extending
host ranges. Hybrids may also confuse the serological, molecular and parasitological diagnosis.
Currently, LAMP technology based on detection of nucleic acids is used for detection of many agents,
including schistosomes. Here, we evaluate our previously developed species-specific LAMP assays
for S. haematobium, S. mansoni, S. bovis and also the genus-specific LAMP for the simultaneous detec-
tion of several Schistosoma species against both DNA from pure and, for the first time, S. haematobium
x S. bovis hybrids. Proper operation was evaluated with DNA from hybrid schistosomes and with
human urine samples artificially contaminated with parasites” DNA. LAMP was performed with
and without prior DNA extraction. The genus-specific LAMP properly amplified pure Schistosoma
species and different S. haematobium-S. bovis hybrids with different sensitivity. The Schistosoma spp.-
LAMP method is potentially adaptable for field diagnosis and disease surveillance in schistosomiasis

endemic areas where human infections by schistosome hybrids are increasingly common.

Keywords: LAMP; schistosomiasis; schistosome hybrids; Schistosoma haematobium; Schistosoma bovis;
molecular diagnosis; species-specific LAMP; genus-specific LAMP

1. Introduction

Environmental changes due to ecosystem decline, biodiversity loss and climate change
are some issues with potential ecological risk that we are facing as human beings. These
changes driven by increasing economic development, migration, agricultural and livestock
practices and deforestation have consequences in emerging infectious diseases (EIDs) [1-6].
Changes in biodiversity have the potential to either increase or reduce the incidence
of infectious disease in humans because they involve interactions among species. The
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appearance of diseases in non-endemic areas and the increase in encounters between
different species, when ecological and geographic barriers are lost, lead to the emergence
of new hybrid forms [4]. Hybridization of parasites is an emerging public health issue [6],
mainly because hybrid forms have the potential to generate new resistances, pathologies,
be more virulent as well as affect new hosts [4,6].

Schistosomiasis is one of the most important parasitic diseases of humans in terms of
morbidity and mortality, ranking secondary to malaria. The World Health Organization
(WHO) estimates that almost 240 million people are affected worldwide (up to 90% in
Africa) with 700 million people living in tropical and subtropical endemic areas in over
78 countries [7-9]. The parasitic flatworms responsible of schistosomiasis are digenetic
trematodes worms of the genus Schistosoma that infect both humans and animals. The three
main species infecting humans are S. haematobium, S. mansoni (both in Africa and the Middle
East; S. mansoni is also present in the Americas) and S. japonicum (Asia). Other schistosome
species have been linked to human infections, including S. intercalatum, S. guineensis
(both in West and Central Africa), S. mekongi (in Kong Island) [10,11] and S. malayensis
(Malaysia) [12], or with potential to infect humans, such us S. mattheei (in Africa) [13].
Livestock schistosomiasis due to S. bovis, S. curassoni and S. mattheei in cattle, sheep and
goats is a common parasitic infection in sub-Saharan Africa, and it is an important cause of
animal mortality and morbidity [5,14]. The emergence of natural hybrids of S. haematobium-
S. guineensis [15], S. haematobium-S. intercalatum [16,17], S. haematobium-S. mattheei [18] and
mainly S. haematobium and the cattle schistosome S. bovis [2,19-22] clearly indicate the risk
of hybrids that can potentially infect humans and their zoonotic potential [23]. Schistosoma
bovis is one of the most significant veterinary problems in Africa [24,25] and to date is
considered as a possible emerging health threat after the molecular characterization of S.
haematobium-S. bovis hybrids from children in Senegal [2], in Cote d'Ivoire [26], in Benin [23],
in Niger [27], in Mali [28] and in a schistosomiasis outbreak in Corsica, France [19]. S.
bovis is phylogenetically a close relative of S. haematobium, and their close relationship and
overlapping geographical distribution allows these to hybridize in the wild, increasing
their genetic diversity and the risk of zoonotic transmission from animal reservoirs to
humans [22]. Moreover, zoonotic hybrids could replace existing species and parasite
strains extending intermediate and definitive host ranges, complicating transmission or
presenting and increasing infectivity and virulence [6]. Furthermore, hybrid schistosomes
forms may confuse the serological, molecular and, especially, parasitological diagnostic
because the presence of excreted ova with atypical morphology [29,30].

However, in endemic countries schistosomiasis is definitively diagnosed by micro-
scopic examination of excreted eggs in stool (S. mansoni, S. japonicum, S. intercalum, S.
guineensis and S. mekongi) by the Kato-Katz method (KK) or in urine (S. haematobium) by
filtration or sedimentation techniques. Typically, microscopy is relatively time-consuming
and lacks in sensitivity, mainly in areas with low-intensity infections [7,31,32]. Numerous
serological diagnostic approaches, including enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
and indirect hemagglutination (IHA) tests, in addition to other assays based on the anti-
body and antigen detection have been widely evaluated, but cross-reactivity, differences
in sensitivity and a lack of standardization have been reported [33-35]. To try to solve
these disadvantages, a large number of more sensitive and accurate PCR-based molecular
methods have also been developed both for the diagnosis of human and animal schisto-
somiasis [36], being especially valuable in simultaneous detection and identification of
Schistosoma species [37]. However, the complex PCR-based techniques are expensive and
difficult to apply routinely in field conditions in endemic areas of schistosomiasis. In this
sense, loop-mediated isothermal amplification (LAMP) technology [38] has been recently
revealed as a versatile alternative, having great potential for molecular diagnosis in limited-
resource settings in endemic areas [39,40]. To date, a number of LAMP approaches have
been developed to detect specifically S. haematobium, S. mansoni and S. japonicum in urine,
stool, and snails specimens, as recently summarized by Avendafio and Patarroyo [41]. In
addition, a novel species-specific LAMP to detect S. bovis and a genus-specific LAMP to de-
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tect different Schistosoma species (including S. haematobium, S. intercalatum, S. mansoni and S.
bovis) have been recently reported by our group [42]. Due to the schistosome hybridization
rapid emergence and spread, and the consequences for disease prevalence, pathological
characteristics and treatment, a LAMP test to detect several Schistosoma species (including
hybrids forms) would be very useful for the diagnosis and management of schistosomiasis.

Thus, in this study we examined the utility of our recently developed genus-specific
LAMP assay to detect Schistosoma species in the detection of different hybrid schistosome
molecular profiles. Moreover, we evaluated the Schistosoma spp.-LAMP in simulated
human urine samples spiked with serially diluted DNA from hybrid specimens using both
urine with and without prior DNA extraction.

2. Materials and Methods
2.1. Schistosoma Species DNA Samples

Genomic DNA (gDNA) samples from several hybrid schistosomes (miracidia) and
pure adults S. haematobium, S. mansoni, and S. bovis species were used in our study. The
gDNA of schistosome hybrids was obtained from parasites collected in previous studies
carried out in Agboville (Céte d’Ivoire) by Angora et al. [26] and in Corsica, France, by
Boissier et al. [19]. The schistosome hybrids profiles, according to the rapid diagnostic mito-
chondrial cox1 analysis and by sequencing of the cox1 and ITS regions, respectively, as de-
scribed elsewhere [26], are specified in Table 1. Pure S. haematobium gDNA (Egyptian strain)
was kindly provided by the Laboratoire Interactions Hotes-Pathogénes-Environnements
(IHPE), University Perpignan Via Domitia, Perpignan, France. The laboratory strain from
Egypt is experimentally maintained in the culturing facilities at the University of Perpignan
and was originally provided by the Biomedical Research Institute, Rockville, Maryland [43].
S. bovis was provided by the laboratory of Animal Parasitology of the Institute of Natu-
ral Resources and Agrobiology of Salamanca where it has been maintained in hamsters
and sheep experimentally infected. S. mansoni is maintained by serial passages in mice
routinely infected in the Laboratory of Parasitic and Molecular Immunology, CIETUS,
University of Salamanca, Salamanca, Spain. S. mansoni gDNA (Brazilian strain) and S. bovis
gDNA (Spanish strain) were obtained from frozen adult male and female worms using
the NucleoSpin Tissue Kit (Macherey-Nagel, GmbH & Co., Dueren, Germany) following
the manufacturers’ instructions. All DNA samples were measured using a Nanodrop
ND-100 spectrophotometer (Nanodrop Technologies) and then diluted to final 20 ng/uL
and 10 ng/pL concentrations. Subsequently, from 10 ng/uL concentration serial 10-fold
dilutions were prepared with ultrapure water ranging from 10~! to 10~° and stored at
—20 °C until use.

Table 1. Hybrid schistosomes genetic profiles according to the rapid diagnostic (RD-PCR) mitochondrial cox1 analysis

and by sequencing of the cox1 and ITS regions, respectively, from studies in Agboville (Cote d'Ivoire) and Corsica (c),

France. The abbreviations Sb/Sb, Sh/Sb or Sh/Sh indicate that at the diagnostic sites two chromatogram peaks were visible

after sequencing.

Location Analysi Anlysis Abbreviation
cox1 cox 1 haplotypes ITS2 alleles
Agboville S. haematobium S. haematobium S. bovis + S. bovis Sh-Sb/Sb
S. bovis S. bovis S. haematobium + S. bovis Sb-Sh/Sb
S. bovis S. bovis S. haematobium+ S. haematobium Sb-Sh/Sh
S. haematobium S. haematobium S. haematobium + S. bovis Sh-Sh/Sb
Corsica S. bovis S. bovis S. haematobium + S. haematobium Sb-Sh/Sh¢

Sb-Sh/Sh¢: Hybrid schistosome from Corsica, France.



J. Clin. Med. 2021, 10, 1308

40f13

2.2. Urine Samples Spiked with gDNA from Schistosoma Species

Fresh urine was collected from healthy staff donors with no history of travel to endemic
areas of schistosomiasis to assess both specificity and sensitivity of the Schisto-LAMP
assays. Urine was divided into aliquots of 100 pL each and then artificially spiked with
2 uL of 10-fold serially diluted gDNA from Schistosoma species ranging from 20 ng/uL to
100 fg/uL, thus resulting in a set of artificial urine samples with a final hybrid schistosomes
gDNA concentration ranging from 0.8 ng/uL to 4 fg/uL. These fresh simulated urine
samples were prepared when required and analyzed in Schisto-LAMP assays following two
procedures. In the first procedure, we used the “Rapid-Heat LAMP method” as described
elsewhere by Gandasegui et al. [44]. In brief, each aliquot of urine was heated at 95 °C for
15 min and shortly spun to pellet the debris. Subsequently, 2 uL of the supernatant was
used directly as template for LAMP reactions. After analysis, the remaining volume of each
aliquot was stored at —20 °C. In the second procedure, the frozen simulated urine samples
were thawed and DNA was extracted using the i-genomic Urine DNA Extraction Mini Kit
(Intron Biotechnology, UK) following the manufacturers’ instructions. DNA obtained from
aliquots was stored at —20 °C until use in a second LAMP screening.

2.3. Schisto-LAMP Assays

LAMP assays were accomplished using the reaction mixtures and specific primer sets
previously described elsewhere by our group for detection of species-specific S. mansoni
based on a mitochondrial minisatellite DNA region [45], S. haematobium, based on the
ribosomal intergenic spacer (IGS) [44], and S. bovis, based on the mitochondrial NADH
subunit 1 [42]. A genus-specific LAMP assay designed on the internal transcribed spacer 1
(ITS-1) for the simultaneous detection of different species, including S. mansoni, S. haema-
tobium, S. intercalatum and S. bovis, was also applied [42]. The reactions were carried out
using previously described conditions, with the exception of the final reaction volume,
which was reduced from 25 puL to 15 pL. Briefly, LAMP reaction mixtures (15 uL) contained
40 pmol each of FIP and BIP primers, 5 pmol each of F3 and B3 primers, 0.4 uM of each
LB and LF primers (if applicable) (Table 2), 1.4 mM of each dNTP (Bioron), 1x Isothermal
Amplification Buffer—20 mM Tris-HC1 (pH 8.8), 50 mM KCl, 10 mM (NH4)7504, 2 mM
MgSOy, 0.1% Tween20 (New England Biolabs Ltd., Ipswich, MA, USA)—supplementary
with 6 mM MgSO;, and 8 U of Bst 2.0 WarmStart DNA polymerase (New England Biolabs
Ltd., Ipswich, MA, USA) with 2 uL of template. Schisto-LAMP reactions were performed
in 0.5 mL tubes that were incubated in a heat block at 65 °C for 60 min and then heated at
80 °C for 5-10 min to stop the reaction.

2.4. Specificity and Sensibility of Schisto-LAMP Assays in Detecting Schistosome Hybrids

The specificity of Schisto-LAMP assays to amplify both pure Schistosoma species (S.
haematobium, S. mansoni and S. bovis) and hybrids was tested against parasite DNA samples
used as controls, as mentioned above. To determine the lower detection limit of the
Schisto-LAMP assays, gDNA from hybrid schistosomes 10-fold serially diluted was used as
template for amplification. Moreover, the sensitivity was also assayed with the simulated
urine samples artificially spiked with hybrid schistosomes gDNA both without prior DNA
extraction and after DNA extraction by using the commercial kit.

2.5. Detection of LAMP Products

LAMP results were visually detected by the naked eye by adding 2 uL (1:10, 10,000x)
SYBR Green I fluorescent dye (Invitrogen, Carlsbad, California, USA) to each reaction
tube post-amplification. Green fluorescence was observed in LAMP-positive reactions and
original orange in LAMP-negative reactions. In addition, the LAMP products (3-5 nL)
were visualized by Midori Green Advance DNA (Nippon Genetics Europe GmbH, Dueren,
Germany) staining in 1.5% agarose gels to corroborate the colorimetric results. The LAMP
amplifications showed a characteristic ladder-like band pattern.
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Table 2. Primer sets used in this work for Schisto-LAMP assays. For S. mansoni, S. haematobium, S. bovis and Schistosoma spp.:

F3, forward outer primer; B3, backward outer primer; FIP, forward inner primer (comprising Flc and F2 sequences); BIP,

backward inner primer (comprising Blc and B2 sequences); LF, loop forward primer; LB = loop backward primer. bp, base

pairs.
Schisto-LAMP Primer Sets Sequence 5'—3' Length (bp) Ref.
F3 TTATCGTCTATAGTACGGTAGG 22
B3 ATACTTTAACCCCCACCAA 19
S. mansoni FIP GCCAAGTAGAGACACAAACATCTT- 47 [45]
TGGGTAAGGTAGAAAATGTTGT
BIP AGAAGTGTTTAACTTGATGAAGGGG- 45
AAACAAAACCGAAACCACTA
F3 CTTTCTAAGCCCGCGATA 18
B3 GCGCATTACACTTGGTCT 18
S. haematobium FIP TACCCCTAACTTCGTGGTCTCC- 41 [44]
CCCCCTTATTTTAGGGTGC
BIP CTCCCTATATAACATGGCGAGTAAG- 48
ACTATGAAATCAGTGTTTTTCGG
F3 TTCATTGTTAGGTTGCGT 18
B3 TCTATATTCTACTCTAATCCCTCT 24
FIP TCAGTATCATCTCAAACATCACACT- 48
. AGTAGTATGTTCTGTCTTAAGTT
S. bovis [42]
BIP TTTGTAGTACCTCTGGTTTACATCA- 45
TTCACTCTCAGACTCTACAT
LF ACTTAGACCATGAACATCAACCTAT 25
LB TACTAAGTGAGAGTAATCGAACACC 25
F3 TTGACCGGGGTACCTAGC 18
B3 CGTGAATGGCAAGCCAAAC 19
FIP ATCGCCCTTGGCAGATCAGG- 39
Schistosoma spp. CTGTCGTATGCCCTGATGG [42]
BIP ATATGCATGCAAATCCGCCCCG- 43
CGGATCGCTTCAACAGTGTA
LF CAGATCAGGCAACCCGAAAG 22
3. Results

3.1. Schisto-LAMP Assays Performance

The results obtained in testing the different Schisto-LAMP assays against both the
hybrid schistosomes gDNA and pure Schistosoma species used as controls are shown in
Figure 1. All DNA samples tested positive by the genus-specific LAMP. The species-specific
LAMP for detecting S. haematobium amplified all DNA samples with the exception of S.
bovis and S. mansoni DNA. As expected, the species-specific LAMP for S. mansoni only
amplified DNA from this parasite. Finally, the species-specific LAMP for S. bovis amplified
both pure S. bovis DNA and S. bovis-S. haematobium x S. bovis hybrid parasite DNA.

3.2. Sensitivity of Genus-Specific-LAMP Assay in Detection of Hybrid Schistosomes

The genus-specific LAMP assay detection limit was different for the different hybrid
schistosomes tested (Figure 2). The hybrids Sb-Sh/Sh and Sh-Sh/Sb DNA amplification
detection limit was 0.1 ng/uL, whereas the hybrids Sh-Sb/Sb and Sb-Sh/Sh (Corsican
hybrid) detection limit was 0.01 ng/pL. The lowest limit of detection was 0.001 ng/uL for
hybrid Sb-Sh/Sb.
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3.3. Detection Limit of Genus-Specific LAMP Assay in Simulated Human Urine Samples

The detection limit of genus-specific LAMP for hybrid schistosomes in simulated
urine samples spiked with serial dilutions of gDNA is shown in Figure 3. As observed
by colorimetric change, the sensitivity was generally lower when using the urine samples
without prior extraction of DNA (for Sh-Sb/Sb: 0.1 ng/uL; Sh-Sh/Sb and Sb-Sh/Shc:
1 ng/uL) than when using a commercial kit for extraction (for Sh-Sb/Sb: 0.01 ng/uL;
Sh-Sh/Sb: 0.001 ng/pL and Sb-Sh/Sh: 0.1 ng/uL). It should be noted that we obtained
the same detection limit of genus-specific LAMP assay for hybrid Sb-Sh/Sb using both
procedures for analysis (0.001 ng/pL). Unexpectedly, hybrid Sb-Sh/Sh did not amplify
using the simple heat method but did when a prior DNA extraction was carried out,
reaching a limit of detection of 0.001 ng/pL.

0 » 10 N
P o o7 oF oF
¢ & &

A\ & Sh Sb Sm N

Schistosoma spp.-LAMP
S. haematobium-LAMP
S. mansoni-LAMP

S. bovis-LAMP

Figure 1. Schisto-LAMP assays performance in testing DNA samples from both pure Schistosoma species and hybrids.
Schistosoma spp.-LAMP, the genus-specific LAMP for detecting several schistosome species; S. haematobium-LAMP, S.
mansoni-LAMP and S. bovis-LAMP, the species-specific LAMP assays for detecting S. haematobium, S. mansoni and S. bovis,
respectively. Sh-Sb/Sb, Sb-Sh/Sb, Sb-Sh/Sh, Sh-Sh/Sb, DNA from schistosomes hybrids from Agboville. Sb-Sh/Shc,
corsican hybrid schistosome. Sh, Sb, Sm, DNA from pure S. haematobium, S. bovis and S. mansoni, respectively. N, negative

control (no DNA template).
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A B

Sh-Sb/Sb 10! 102 103 10+ 10 106 N Sb-Sh/Sb 107! 10 103 10+ 10 106 N

C D

Sb-Sh/Sh 10" 102 103 10+ 10° 10¢ N Sh-Sh/Sb 10! 107 103 10+ 10° 106 N

E F

sbs/she 101 102 10°  10*  10° 106 N
Hybrids Detection limit
Sh-Sb/Sb 0.01 ng/ul
Sb-Sh/Sb 0.001 ng/ul
Sb-Sh/Sh 0.1 ng/ul
Sh-Sh/Sb 0.1 ng/ul
Sb-Sh/Sh® 0.01 ng/ul

Figure 2. Assessment of genus-specific LAMP analytical sensitivity for hybrid schistosomes using gDNA serial dilutions.
The figure shows the genus-specific LAMP results by color change (top) and in agarose electrophoresis (bottom) for each
hybrid schistosome tested: (A) Sh-Sb/Sb; (B) Sb-Sh/Sb; (C) Sb-Sh/Sh; (D) Sh-Sh/Sb and (E) Sb-Sh/Sh®). (F) Summary table
indicating the genus-specific LAMP detection limit for detecting each hybrid. Lanes 10~1-107: 10-fold serial dilutions. N,
negative control (no DNA template).
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Figure 3. Sensitivity of the genus-specific LAMP assay in simulated human urine samples artificially spiked with gDNA

from different hybrid schistosomes. (A) Sensitivity assessment of LAMP when performing a simple heating method from

serial dilutions of hybrid schistosomes gDNA. (B) Sensitivity assessment of LAMP when performing the DNA extraction

with the i-genomic Urine DNA Extraction Mini Kit (Intron Biotechnology, UK) from serial dilutions of hybrid schistosomes
gDNA. Lanes 20, 10 and 10~1-1075: 20 ng, 10 ng and 10-fold serial dilutions, respectively; Sh-Sb/Sb, Sb-Sh/Sb, Sb-Sh/Sh,
Sh-Sh/Sb, and Sb-Sh/Sh¢: gDNA from hybrid schistosomes; N: negative controls (no DNA template).

4. Discussion

Schistosoma species hybridization in nature is an emergent issue for public health [4,6].
Molecular data from hybridizations between schistosome collections have identified new
species distributions [46], interspecies both human-specific and animal-specific hybridiza-
tion [22,47-49], and surprising host associations and multi-host transmission [23,50,51].
Molecular detection of the hybrid schistosomes adds a new perspective to the diagnosis,
epidemiology and control of schistosomiasis.

In this work, we tested our previously developed species-specific LAMP assays for S.
haematobium [44], S. mansoni [45], S. bovis and also the genus-specific LAMP for the simul-
taneous detection of several Schistosoma species [42] against both gDNA from pure and,
for the first time, hybrid schistosomes. These hybrids were obtained in studies conducted
in Cote d’Ivoire [26] and Corsica, France [19], and subsequently well characterized by
amplification and sequencing of a partial fragment of the mitochondrial cytochrome c
oxidase subunit 1 (cox1) and the complete nuclear ribosomal DNA internal transcribed
spacer (ITS).

As expected, in our trials, species-specific LAMP for S. mansoni only amplified DNA
from pure parasite but not from other schistosomes nor hybrids S. bovis-S. haematobium or S.
haematobium-S. bovis, thus corroborating again its high specificity in detection of S. mansoni.
The S. mansoni-LAMP was originally designing on a 620 bp sequence corresponding to
a specific mitochondrial S. mansoni minisatellite DNA region [52] and has been already
specifically tested by our group in stool samples from experimentally infected mice [45],
in both human stool and snail samples in field conditions [53], and also in human urine
samples [54]. Notwithstanding, it should be very interesting to assess this S. mansoni-LAMP
in 5. mansoni-S. haematobium hybrid parasites detection since these hybrid forms have been
already described in a study carried out in schoolchildren from northern Senegal [49] and,
more recently, in a migrant boy from Coéte d’Ivoire entering France [55].

The species-specific LAMP for S. bovis amplified gDNA from pure S. bovis but not from
S. haematobium nor S. mansoni, showing its high specificity in detecting only that species.
The two hybrids with a S. haematobium mitochondrial (cox1) profile (Sh-Sb/Sb and Sh-
Sh/Sb) did not amplify. Unexpectedly, among those hybrids with a S. bovis mitochondrial
(cox1) profile (Sb-Sh/Sb, Sb-Sh/Sh, and Sb-Sh/Sh°), the only one amplified was S. bovis-S.
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haematobium/S. bovis but not those with a S. haematobium double-banded ITS rDNA profile.
Our S. bovis-LAMP is based on a 678 bp sequence derived from mitochondrial NADH
subunit 1 (NADH-1) first reported by Xiao et al. (2010). Sequences generated from the
mitochondrial (mt) DNA, including cox1 and NADH 1, are the most commonly used
mitochondrial markers for studies on flatworms helping to establish the population and
genetic relationship among Schistosoma species [56]. mtDNA is usually maternally inherited
in almost all metazoans and is considered to be clonal and rarely or never undergoes
recombination. Nevertheless, mtDNA rapidly accumulate mutations over time and shows
a higher level of divergence among species relative to intra-specific variation [47,57]. This
could be a possible explanation for lack of amplification in both hybrid Sb-Sh/Sh (from
Cote d’Ivoire) and Sb-Sh/She (from Corsica) profiles. The fact that only the hybrid Sb-
Sh/Sb was amplified by S. bovis-specific LAMP may be interpreted because the hybrid
line is the result of an initial cross between a male S. haematobium and a female S. bovis,
leading to introgression of S. bovis mtDNA into S. haematobium [2], most likely favoring the
amplification of the S. bovis profile.

As expected, the genus-specific LAMP achieved DNA amplification of pure Schis-
tosoma species (S. mansoni, S. haematobium and S. bovis) as verified previously by our
group [42], but also, and very interestingly, all hybrid schistosomes tested. The Schistosoma
spp.-LAMP design is based on a 457 bp ITS-1 sequence type from S. haematobium [58].
ITS-1 and ITS-2 are sequences of non-functional RNA situated between structural riboso-
mal RNAs on a common precursor transcript. ITS-2 has been widely used in trematode
identification because it is usually conserved within species but more variable among
species [59,60]. The schistosome ITS-2 is particularly powerful marker to detect intro-
gression. This region can retain both parental copies for several generations before they
are homogenized by concerted evolution, the nuclear DNA profiles resulting in double
chromatogram peaks at the species-specific mutation sites [6]. On the other hand, the
schistosome ITS-1 contains an original main repeating sequence unit from the 3" end of
the 185 rRNA gene which, in turn, contains a sub-repeat that varies slightly in size and
composition [61]. There is a high degree of sequence conservation between the repeats, but
variation in sequence patterns and their number occur both within and between species.
For example, the ITS-1 region of S. haematobium contains two tandemly repeated elements,
whereas S. japonicum group of species contains as many as seven repeats [62]. In general,
multiple repeats and intra-individual variation in numbers and abundance of these is a
feature of the Asian schistosomes (S. japonicum and S. indicum groups), but not generally
of African schistosomes (S. mansoni and S. haematobium groups), in which an absence of
intra-individual variation in the ITS-1 was reported [63]. In this regard, since the hybrid
schistosomes tested has been molecularly characterized by analysis of mitochondrial cox1
as S. haematobium/S. bovis species designation (hence, African schistosomes), our genus-
specific LAMP could detect the hybrids probably because of that lack of intra-individual
variation in the ITS-1 type targeted sequence. Additionally, processes such as hybridization
could cause the sharing of different ITS types among Schistosoma species [57], which would
likely affect the sensitivity in detecting gDNA from the different hybrid specimens. In
this sense, using Schistosoma spp-LAMP, we previously reported a limit of detection for
pure S. haematobium and S. bovis species of 0.1 pg and 10 pg, respectively [42]; however, a
lower sensitivity ranging from 100 pg to 1 pg was now obtained when testing the different
crossing of S. haematobium and S. bovis species. Interestingly, for hybrid Sb-Sh/Sb a limit
of detection 10 times higher than for pure S. bovis was obtained (1 pg vs. 10 pg). Despite
the variation in sensitivity of the Schistosoma spp.-LAMP between the detection of pure
Schistosoma species and hybrid forms, it is very important to highlight the possibility of
amplifying both pure and hybrid schistosomes in order to use LAMP as a single molecular
tool for the diagnosis and surveillance of schistosomiasis, mainly in endemic areas of the
disease. As mentioned above for S. mansoni-LAMP, it would also be very interesting to test
if the Schistosoma spp.-LAMP assay (that detects pure S. mansoni) could amplify the more
surprising hybridization between S. mansoni and S. haematobium that infect humans [6,55].
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Similarly remarkably, the species-specific LAMP for S. haematobium amplified all
gDNA from hybrid forms in addition to the pure S. haematobium gDNA. Our S. haematobium-
LAMP is based on a 2522 bp sequence of S. haematobium ribosomal intergenic spacer (IGS)
DNA (GenBank: AJ223838) [64] that amplifies a highly specific sub-sequence target of
199 bp of that species [44]. The IGS of Schistosoma species contains many repeats, and
recombination is a relatively frequent event, although sequences of S. haematobium are well
conserved within the IGS [64]. Since the molecular characterization of the hybrids showed
a S. haematobium signature (either by cox1 or ITS-2 genetic profiles), amplification of the S.
haematobium 1GS sequence could be possible in all hybrid schistosomes tested.

Regarding urine samples analysis, we are aware that our Schistosoma spp.-LAMP has
not been tested with clinical specimens, but results obtained in simulated human urine
samples indicate that, although with some differences, the LAMP test is sensitive enough
to detect hybrid schistosomes at a low level in urine. Better results were obtained when
applying a commercial kit for DNA extraction than heated urine, because of the well-known
effectiveness of this procedure to isolate genomic DNA from urine samples suitable for
further molecular analyses [65]. However, amplification (with the unexplainable exception
in hybrid Sb-Sh/Sh) was also obtained just with heated whole urine without prior DNA
extraction at an acceptable level. This inexpensive and simple rapid-heating procedure
could be potentially very useful under certain circumstances when a large number of
samples must be tested, mainly in low-resource settings in endemic areas.

5. Conclusions

In conclusion, the results of this preliminary study demonstrated that the genus-
specific LAMP assay could be a potential molecular tool to be use for detection, not only
for different pure schistosome species, but also for hybrids S. haematobium-S. bovis in urine
samples. Although further research for evaluation of the assay for the application in clinical
samples is required, the method is potentially adaptable for field diagnosis and disease
surveillance in schistosomiasis endemic areas where human infections by schistosome
hybrids are increasingly common.
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Capitulo III: Articulos de investigacion

RESUMEN

En el conjunto de las NTDs, aquellas causadas por pardsitos son las mds
prevalentes y representan un importante problema de Salud Publica en muchos paises
en desarrollo. Dada la necesidad de nuevas herramientas de diagndstico, existe un
desarrollo continuo de técnicas rdpidas, asequibles, especificas, sensibles, robustas y
ficiles de usar, que pueden ayudar al control y eliminacién de estas enfermedades.
Tedricamente, la tecnologia LAMP satisface estas caracteristicas y ya se ha ensayado
con éxito para el diagndstico de diferentes NTDs causadas por pardsitos como una
alternativa tanto para el diagndstico parasitoldgico tradicional como para el molecular

mediante la PCR y sus variantes.

Por otra parte, hay que considerar que hasta el 30% de las infecciones humanas
pueden ser coinfecciones y llegando a alcanzar el 80% en algunas comunidades de
dreas endémicas. La esquistosomosis causada, entre otras especies, por Schistosoma
mansoni, y la geohelmintosis, concretamente la estrongiloidosis causada por
Strongylotdes stercoralis, son las infecciones causadas por pardsitos helmintos mads
comunes del mundo. Ademds, las dreas de transmision se solapan geograficamente en
regiones endémicas, aumentando la posibilidad de su coinfeccién. También, resulta

elevada esta coinfeccidén en viajeros, emigrantes y refugiados.

Teniendo en cuenta lo anterior, en nuestro trabajo nos planteamos la
posibilidad de desarrollar un método LAMP multiplex, que nos permitiera detectar
ambos pardsitos en una misma reaccion. La tecnologia LAMP multiplex permite la
amplificaciéon simultdnea de varias dianas en una misma reaccion, haciéndose
necesario para su desarrollo la utilizacion de distintos métodos de deteccion que
permitan distinguir de forma especifica las secuencias que se amplifican. Su
complejidad es mayor que un ensayo de LAMP convencional, dependiendo de su
diseno i silico (mayor numero de dianas y, por tanto, mayor namero de primers a
utilizar) y del sistema de deteccién de las secuencias amplificadas (complejos y muy
variables) que dificultan la estandarizacién de la metodologia para su desarrollo.
Algunos de los métodos actuales que se utilizan en la deteccion estdn basados en la
incorporacion de diferentes fluordforos (con longitudes de onda de excitacion y
emision especificas) y quenchers (atenuadores de sefial) que desactivan las sefales de
fluorescencia generadas. El empleo de diferentes fluordforos y quenchers especiticos
permitird distinguir diferentes dianas en una misma reaccion. La sefial de
fluorescencia que se genera es detectada por dispositivos de lectura a tiempo real que
permiten la cuantificacién de los resultados. El método DARQ (detection of

amplification by release of quenching) o deteccién de la amplificacién por liberacion de
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quencher, es uno de los métodos de deteccidon descritos para el desarrollo de LAMP
multiplex que presenta menor complicacion en su disefio al modificar con fluoréforos
y quenchers los primers especificos del propio ensayo LAMP sin necesidad de utilizar

sondas complejas.

En nuestro trabajo, para la deteccidn simultinea de S. mansoni y Strongyloides
spp., optamos por adaptar la tecnologia DARQ-LAMP a una combinacion de ensayos
LAMP (SMIT-LAMP y Strong-LAMP) ya desarrollados y evaluados con éxito por
nuestro grupo para la deteccién de ambos pardsitos en modelos experimentales de
esquistosomosis y estrongiloidosis, asi como en el andlisis de muestras clinicas tanto
en laboratorio como en campo. Se realizaron pruebas de optimizacion de las
amplificaciones DARQ-LAMP utilizando simultdneamente ADN genémico de S.
mansoni y S. venezuelensis procedentes de ciclos experimentales de infeccion de
nuestro laboratorio. Se comprobd también su funcionamiento con reactivos

previamente estabilizados y almacenados a temperatura ambiente.

De este trabajo se derivan algunas conclusiones relevantes: 7) se ha desarrollado
por primera vez un método LAMP basado en la metodologia DARQ para la deteccion
simultdnea de S. mansoni y Strongyloides spp.; i1) se puede realizar en un dispositivo de
lectura de fluorescencia portdtil de fécil lectura e interpretacidn de los resultados; z:2)
se puede realizar con reactivos previamente estabilizados a temperatura ambiente; 7v)
la metodologia utilizada es potencialmente adaptable en el desarrollo de otros LAMP
multiplex para la deteccion de otros patdgenos. El que se pueda realizar en un
dispositivo portdtil y con reactivos estabilizados, hace pensar en su potencial uso

diagnostico en condiciones reales de campo.

No obstante, nuestro trabajo presenta una serie de limitaciones que hay que
sefialar. En primer lugar, la ligera disminucion de la sensibilidad de los ensayos
DARQ-LAMP multiplex en comparacion con los ensayos LAMP individuales
convencionales. También, el aumento del tiempo de reaccién cuando se utilizan los
reactivos previamente estabilizados. Por ultimo, cabe destacar que se requiere de
proximos estudios para llevar a cabo la validacién de la eficacia del método DARQ-

LAMP multiplex en la deteccidn de coinfecciones en muestras clinicas.
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Abstract: Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) is the most popular technology for point-
of-care testing applications due its rapid, sensitive and specific detection with simple instrumentation
compared to PCR-based methods. Many systems for reading the results of LAMP amplifications exist,
including real-time fluorescence detection using fluorophore-labelled probes attached to oligonu-
cleotide sequences complementary to the target nucleic acid. This methodology allows the simulta-
neous detection of multiple targets (multiplexing) in one LAMP assay. A method for multiplexing
LAMP is the amplification by release of quenching (DARQ) technique by using a 5'-quencher mod-
ified LAMP primer annealed to 3'-fluorophore-labelled acting as detection oligonucleotide. The
main application of multiplex LAMP is the rapid and accurate diagnosis of infectious diseases,
allowing differentiation of co-infecting pathogens in a single reaction. Schistosomiasis, caused among
other species by Schistosoma mansoni and strongyloidiasis, caused by Strongyloides stercoralis, are the
most common helminth-parasite infections worldwide with overlapping distribution areas and high
possibility of coinfections in the human population. It would be of great interest to develop a duplex
LAMP to detect both pathogens in the same reaction. In this study, we investigate the use of our
two previously developed and well-stablished LAMP assays for S. mansoni and Strongyloides spp.
DNA detection in a new duplex real-time eight-primer system based on a modified DARQ probe
method that can be performed in a portable isothermal fluorimeter with minimal laboratory resources.
We also applied a strategy to stabilize the duplexed DARQ-LAMP mixtures at room temperature
for use as ready-to-use formats facilitating analysis in field settings as point-of-care diagnostics for
schistosomiasis and strongyloidiasis.

Keywords: LAMP; multiplex LAMP; duplex LAMP; DARQ-LAMP; Schistosoma mansoni; Strongyloides
spp.; diagnostic; point-of-care

1. Introduction

Nucleic acids are commonly used as important biomarkers for biological studies and
medical diagnosis. Polymerase chain reaction (PCR) was the first method for detecting
minute quantities of nucleic acids and is still used widely today because it is sensitive,
specific and can be quantitative. However, PCR and PCR-based methods have several
limitations, mainly due to the susceptibility to inhibitors present in environmental and
clinical samples, the need for accurate thermocycling requirements and the difficulty of
its applicability in field conditions. These shortcomings prompted the emergence of a
number of isothermal nucleic acid amplification assays as a promising alternative to PCR-
based methods since the early 1990s onwards. The isothermal amplification methods
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have gained attention because the advantages compared to PCR-based methods due to
their point-of-care (POC) use adaptation by providing simple, fast and low-cost devices to
be performed potentially in low-resource settings [1,2]. A chronological development of
isothermal amplification methods as well as amplification mechanisms has been reviewed
and discussed recently by Glokler et al. [3]. In that timeline, amongst the most frequent and
promising isothermal amplification methods applied as potential POC tools are: strand
displacement amplification (SDA) [4], helicase dependent amplification (HDA) [5], rolling
circle amplification (RCA) [6], recombinase polymerase amplification (RPA) [7], nucleic acid
sequence based amplification (NASBA) [8] and loop-mediated isothermal amplification
(LAMP) [9].

Since its original report in 2000, LAMP has been the most popular technology among
researchers in terms of development and implementation, accounting for roughly 60% of all
isothermal amplification assays publications [10]. LAMP allows exponential DNA amplifi-
cation by stand-displacing polymerase using four to six specific primers to recognize up to
six to eight sequences on the DNA template in the same reaction, compared to only two in
typical PCR [9]. In combination with reverse transcriptase, LAMP can also be used for RNA
amplification (RT-LAMP) [11]. Amplification and detection of nucleic acid (DNA or RNA)
by LAMP has important advantages compared to PCR-based methods such as shorter
reaction time (30 min vs. 3 h for PCR protocol) [12-15] and the possibility of using LAMP
in POC devices, thus reducing or eliminating the use of electric power, technical equipment
and expertise [16,17]. Moreover, there are a large number of possibilities and systems for
reading and analyzing the results of LAMP amplifications. On the one hand, readout meth-
ods include the typical end-point analysis by agarose gel electrophoresis [9], simple naked
eye colorimetric visualization by intercalating dyes [18] or metal indicators [19]. On the
other hand, real-time detection is also possible in different devices by turbidity [20], adding
color-change of fluorescence metal-sensitive indicators [18], unselective DNA fluorescent
intercalating dyes [21] or target specific-fluorogenic probes [10]. Other approaches such as
lateral flow assays (LFA) [22] and novel combinations with CRISPR-Cas Systems [23] have
also been developed.

At present, real-time fluorescence is a widely used method for the detection of LAMP
results, because it is very sensitive, compatible with most standard isothermal amplification
devices available in labs and very useful for optimizing and checking the kinetics of ampli-
fication reactions. More specifically, target sequence-specific detection using fluorogenic
probes ensures outstanding specificity towards the target, thus avoiding the detection
of unspecific products accountable for false positives. Besides, this method opens the
possibility for the simultaneous detection of multiple targets (multiplexing) in one LAMP
assay [10]. The main application of multiplex LAMP (mLAMP) is the rapid and accurate
diagnosis of infectious diseases, allowing differentiation not only of multiple species of
pathogens, but also of strains or closely related species in a single assay [18,24]. Currently,
a number of methods exist for multiplexing LAMP which use fluorophore-labelled probes
attached to oligonucleotide sequences complementary to the target nucleic acid, including
methylation-specific LAMP (MS-LAMP), assimilating probe-LAMP, fluorescence of loop
primer upon self-enriching-LAMP (FLOS-LAMP), detection of amplification by release of
quenching (DARQ), quenching of unincorporated amplification signal reporters (QUASR)
and molecular beacon LAMP (MB-LAMP). These multiplexed LAMP methods based on
fluorogenic probes have been extensively reviewed by Becherer et al. [10]. In general, in
such approaches, the type of fluorophore used and the interactions between fluorophores
and primers can negatively affect to the fluorescence emission, therefore the fluorophore-
labelled probes must be adapted to different target sequences. This is possibly a weakness
of the methodology as it requires time-consuming work for primers optimization and probe
design to fine-tune the mLAMP assay. Possibly, this is the reason why published studies on
multiplexed fluorescence-based detection of LAMP are still scarce and poorly reproduced.

Tanner et al. [25] reported the DARQ technique, in which multiplex detection of LAMP
amplification does not need additional primer optimization or probe design, requiring only
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the use of a 5’-quencher modified LAMP primer (Q-FIP; forward internal primer) annealed
to 3'-fluorophore-labelled (Fd) acting as detection oligonucleotide. The strand displacement
activity of the Bst DNA polymerase displaces the fluorophore-labelled strand from the
quencher- labelled primer (or vice versa) during polymerization, allowing a colour real-
time multiplexed LAMP assay. The DARQ method can potentially inhibit polymerization,
thereby requiring careful titration of the amount of probe used.

As mentioned, the importance of a mLAMP lies in the possibility of specifically
detecting multiple strains or genotypes of the same infectious agents as well as different
co-infecting pathogens in a single reaction, thus saving time and resources in the diagnosis
of infectious diseases. Approximately 30% of human infections may actually be coinfections
and this rate could be as high as 80% in some human communities [26,27]. Coinfections with
atleast two genetically different infectious agents in the same host have been mainly studied
in humans, with a special concern for parasite helminths worms [26,28]. Human helminth
infections are among the most common infectious diseases, particularly in developing
countries. Schistosomiasis, caused among other species by Schistosoma mansoni and soil-
transmitted helminths, specifically strongyloidiasis caused by Strongyloides stercoralis, is the
most common helminth infections worldwide [29]. Moreover, the transmission areas of
schistosomiasis and strongyloidiasis largely overlap in tropical and subtropical regions in
the human population [30-33]. Therefore, the possibility of coinfections is high, not only to
people living in endemic areas, but also in travelers, migrants and refugees [34-37]. An
early diagnosis accompanied by good treatment helps to limit complications. Thus, it would
be of great interest to develop a mLAMP to detect both pathogens in the same reaction.

In this study, we investigate the use of our previously well-stablished conventional
LAMP assays for Schistosoma mansoni DNA detection [38] and for Strongyloides spp. DNA
detection [39] in a new duplex real-time eight-primer system based on a modified DARQ
probe method. The duplex DARQ-LAMP can be performed and readout accomplished in
a portable isothermal fluorimeter with minimal laboratory resources. We also applied a
strategy to stabilize the duplexed DARQ-LAMP mixtures at room temperature for use as
ready-to-use formats facilitating analysis in field settings as POC diagnostics for schistoso-
miasis and strongyloidiasis.

2. Results
2.1. Setting up and Operation of DARQ-LAMP

Figure 1 shows the results of setting up the simplex DARQ-LAMP reaction for am-
plification of gDNA from Schistosoma mansoni (5 ng/uL) and Strongyloides venezuelensis
(5 ng/uL) using different percentages of quencher probe duplex (QPD) in relation to the
total amount of unlabeled FIP and supplementary MgSO,4 concentrations. Best results for
amplification of S. mansoni (Figure 1A) and S. venezuelensis (Figure 1B) gDNA were obtained
when both QPD percentages of 10% (90:10) and 15% (85:15) in relation to the total amount
of unlabeled FIP in combination with total MgSO, 6 mM were used at 61 °C. Amplification
trials using different QPD/MgSO,4 combinations at 63 °C, 65 °C and 70 °C showed irregular
and non-reproducible amplifications. Overall, the combination of 15% QPD/MgSO, 6 mM
produced a better amplification than 10% QPD/MgSO4 6 mM, in terms of time-to-positivity
(Tp) (33 min vs. 35 min for S. mansoni and 22 min vs. 27 min for S. venezuelensis) and in
relative fluorescence units (RFU) values in fluorescence intensity measurements (8 RFU
vs. 5.8 RFU for S. mansoni and 45 RFU vs. 35 RFU for S. venezuelensis). In general, for
S. venezuelensis gDNA amplification, Tp was shorter and fluorescence intensity higher
than those for S. mansoni. The combination of 15% QPD/MgSO4 6 mM in the presence
of Bst 2.0 WS at 61 °C was chosen as the most suitable to incorporate into all successive
DARQ-LAMP mixtures for S. mansoni and S. venezuelensis amplification.
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Figure 1. Setting up simplex DARQ-LAMP assays. (A) Schistosoma mansoni DARQ-LAMP. (B) Strongy-
loides venezuelensis DARQ-LAMP. Evaluation of 15% and 10% percentages of quencher probe duplex
(QPD) in relation to the total amount of unlabeled FIP and different supplementary MgSO4 concen-
trations (4, 6 and 8 mM) to obtain final MgSO4 concentrations of 6, 8 and 10 mM are indicated. NTC,
non-template control (ultrapure water instead gDNA); RFU, relative fluorescence units.
2.2. Sensitivity Assessment of Simplex DARQ-LAMP Assays
Figure 2 shows the different amplification time and fluorescence intensity in sensitivity
tests using 10-fold serial dilutions of gDNA from S. mansoni and Strongyloides venezuelen-
sis. The limit of detection in S. mansoni gDNA DARQ-LAMP amplification was 5 fg/uL
at 116 min (Figure 2A). The limit of detection in S. venezuelensis gDNA DARQ-LAMP
amplification was 50 pg/uL at 52 min (Figure 2B). In general, Tp and RFU values were
clearly shorter and higher, respectively, for amplification of S. venezuelensis gDNA than
for S. mansoni. As expected, higher concentrations of parasite gDNA were amplified more
quickly, but in any case always with longer amplification times for S. mansoni than for
S. venezuelensis.
B
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Figure 2. Sensitivity assessment of simplex DARQ-LAMP assays using the Genie III handheld device.
(A) Analytical sensitivity for Schistosoma mansoni DARQ-LAMP reaction. (B) Analytical sensitivity for
Strongyloides venezuelensis DARQ-LAMP reaction. The 10-fold serial dilutions (5 ng/uL to 5 fg/uL) of
gDNA from parasites are represented by different shades of green (for Sm) and blue (for Sv). NTC,
non-template control (ultrapure water instead gDNA) is represented by grey lines in both cases. RFU,
relative fluorescence units.

2.3. Operation of Duplex DARQ-LAMP Assay

Duplex DARQ-LAMP worked well, allowing amplification of both parasites” gDNA
simultaneously when using different combinations of gDNA concentrations in different
volumes of master mixes (Figure 3). In the duplex assays carried out with a reaction
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volume of 25 pL (Figure 3A) and 20 pL (Figure 3B), the amplification profile was very
similar for both parasites to that obtained in simplex DARQ-LAMP reactions, showing for
S. venezuelensis values of Tp and fluorescence intensity shorter and higher, respectively, than
for S. mansoni. A slight decrease in fluorescence intensity for both parasites was observed
when the minimum volume of 15 pL (Figure 3C) was used for the reaction mixtures; in any
case, amplification occurred and, moreover, distinguished well between the two parasites.
Notwithstanding this, the Tp for S. venezuelensis-specific amplification increased in at
least 20 min.
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Figure 3. Duplex DARQ-LAMP for simultaneous amplification of gDNA from Schistosoma mansoni
and Strongyloides venezuelensis using different combinations of gDNA concentrations as template in
different volumes of master mixes. (A) Duplex DARQ-LAMP in 25 pL. (B) Duplex DARQ-LAMP in
20 pL. (C) Duplex DARQ-LAMP in 15 pL. Combinations of gDNA concentrations of the two parasites
used as templates are indicated on the right panel. NTC, non-template control (ultrapure water
instead gDNA). The reactions were carried out in a PCR max Eco 48 Real Time PCR System. Dotted
lines indicate fluorescence reading in channel 1 for Strongyloides venezuelensis amplification (probe
labelled with 6-FAM) and continuous lines indicate fluorescence reading in channel 4 for Schistosoma
mansoni amplification (probe labelled with Cy5).

2.4. Sensitivity Assessment of Duplex DARQ-LAMP Assay

Once the proper operation of duplex DARQ-LAMP assay was verified, the sensitivity
was attempted in the Genie IIl handheld device using 10-fold serial dilutions prepared by
mixing those 10-fold serial dilutions used in the simplex DARQ-LAMP sensitivity assays
(Figure 4). When running the duplex DARQ-LAMP, the limit of detection for S. mansoni
gDNA was 5 fg/uL (Tp~77 min) and for S. venezuelensis gDNA resulted in 50 fg/uL
(Tp~36 min). For a better visualization of the 10-fold serial dilution amplifications in dual
excitation and emission channels in Genie III handheld device, the measured fluorescence
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of QPDs is represented in two separate graphs: one for fluorescence reading in channel 1 for
Strongyloides venezuelensis (Figure 4B) and another for fluorescence reading in channel 2 for
Schistosoma mansoni (Figure 4C). As in the evaluation of sensitivity in simplex DARQ-LAMP
reactions, when performing the duplex DARQ-LAMP assay, the Tp and RFU values were
clearly shorter and higher, respectively, for S. venezuelensis amplification than for S. mansoni.
It should be noted that the detection limit for each parasite in the duplex DARQ-LAMP
assay was identical to that obtained individually in the simplex DARQ-LAMP assays.
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Figure 4. Sensitivity assessment of duplex DARQ-LAMP assay using the Genie Il handheld device.
(A) Analytical sensitivity for simultaneous detection of Schistosoma mansoni gDNA and Strongyloides
venezuelensis gDNA using 10-fold serial dilutions. (B) Analytical sensitivity for S. venezuelensis in
duplex DARQ-LAMP reaction. Only the excitation (Aex = 495) and emission (Aem = 520) channel 1
for fluorescence measurement of 6-FAM is represented. (C) Analytical sensitivity for S. mansoni in
duplex DARQ-LAMP reaction. Only the excitation (Aex = 648) and emission (Aem = 668) channel 2
for fluorescence measurement of Cyb5 is represented. The 10-fold serial dilutions (5 ng/uL to 5 fg/uL)
of gDNA from parasites are represented by different shades of blue (for S. venezuelensis) and green
(for S. mansoni). NTC, non-template control (ultrapure water instead gDNA) is represented by grey
lines in both cases. RFU, relative fluorescence units.

2.5. Stability and Functionality over Time of Duplex Dry-DARQ-LAMP

The results obtained after the reconstitution of duplex Dry-DARQ-LAMP master mixes
for simultaneous amplification of S. mansoni and S. venezuelensis are shown in Figure 5. In
general, after storage for 0, 15, 30 and, 60 days post-desiccation at RT, the reconstitution of
dry master mixes was found to be functional for duplex amplifications, although a delay in
amplification time during the reaction for dried components was observed in comparison
to fresh duplex DARQ-LAMP mixtures. As a general rule, irrespective of the concentration
of amplified gDNA from the two parasites, there was an increase in Tp values as storage
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time increased. Just after drying of the mixtures (on day 0) an increase in Tp was observed
for the amplification of S. mansoni. This increase was even greater for the amplification of
S. venezuelensis despite amplifying with much shorter Tp than S. mansoni in fresh DARQ-
LAMP duplex. The amplification of S. mansoni using the duplex dry-DARQ-LAMP format
was reasonably stable during 60 days of storage and did not undergo a large increase in Tp
over time. Furthermore, amplification was obtained up to 60 days post-desiccation with
the lowest gDNA concentration tested (2.5 ng/mL). For S. venezuelensis, the lowest DNA
concentrations did not show amplification after 30 days of storage (2.5 ng/uL) and 60 days
of storage (5 ng/uL and 2.5 ng/pL).

Sm (Cy5)
Sv (6-FAM)
10 ng/pL

5 ng/uL
2.5 ng/pL

Sv Sm Sv Sm Sv Sm Sv

Day 0 Day 15 Day 30 Day 60

Figure 5. Amplification time of duplex Dry-DARQ-LAMP assays as a function of storage time at
ambient temperature. Amplification times of different concentrations of gDNA (10 ng/pL, 5 ng/uL
and 2.5 ng/uL) from both Schistosoma mansoni (Sm) and Strongyloides venezuelensis (Sv) in duplex
DARQ-LAMP assays performed with dry mixtures containing sets of primers and fluorescence
labelled-probes tested at 0, 15, 30 and 60-days post-desiccation are represented. Al reactions were
performed in a Genie III portable instrument.

3. Discussion

In this study, we have developed a duplex LAMP assay for the simultaneous specific
detection of Schistosoma mansoni and Strongyloides spp. infection, based on a modified
DARQ probe method [25]. The duplex DARQ-LAMP was based on two well-stablished
conventional LAMP assays previously described by our group and successfully tested on
samples from an experimental model of schistosomiasis [38] and strongyloidiasis [39] as
well as on clinical samples, including application in field conditions [40—42].

First, in standardization of simplex DARQ-LAMP reactions, the best amplification
results in terms of Tp and RFU values for both S. mansoni and Strongyloides spp. were
obtained with a combination of 15% QPD (85:15 unlabelled primer to QPD) and MgSOy
6 mM in the presence of Bst 2.0 WS at 61 °C. In the DARQ-LAMP method, the QPD has
been previously reported to show amplification inhibition because of the hybridization of
the complementary quencher to the incorporating primer prior to the start of the reaction
to be displaced during the course of amplification, therefore generating a signal [25,43,44].
As pointed out by Tanner et al. [25,43] and later by Nanayakkara et al. [45], DARQ-LAMP
reactions using a 1:1 ratio of unlabeled inner primer (FIP) and QPD result in an inhibition
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of the amplifications. In order to avoid this inhibition, we conducted a titration of the
QPD (15% and 10%) into LAMP reactions with both the S. mansoni and Strongyloides spp.
primer sets to determine optimal conditions for the assays. In addition, as also noted by
Tanner et al. (2014) [43], some amount of unlabeled inner primer (FIP) must be present in
the reaction to prevent full inhibition of amplification. Thus, regardless of the QPD and
FIP ratio used (15% or 10%), a concentration of 1.6 pM was always maintained at in all
reactions tested.

With 15% QPD, but also with 10% QPD, in combination with higher concentrations
than MgSO, 6 mM, we observed either an increase in amplification times (when using
MgSO,; 8 mM) or a near-total inhibition of amplification (when using MgSO4 10 mM).
With 10% QPD in combination with MgSO,4 6 mM, an optimal amplification was also
obtained, but we observed a small decline in the amplification curve (just over two RFU
units: 5.8 RFU vs. 8 RFU for S. mansoni and up to ten RFU units: 45 RFU vs. 35 RFU for
Strongyloides spp.) and a slight increase in Tp (2 min: 33 min vs. 35 min for S. mansoni
and 5 min: 22 min vs. 27 min for Strongyloides spp.) in comparison to the best values
obtained with 15% QPD and MgSO4 6 mM. Curiously, a different effect of the titration of
QPD was observed by Nanayakkara & White [45] in amplification of three genes present in
the methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MSRA) genome using DARQ-LAMP method.
In that work, using 15% QPD, an increase in amplification time in comparison to 10% QPD
was observed. In addition, the authors concluded that the DARQ-LAMP is best suited for
assays that require a high Mg?* concentration. By contrast, in our work, our DARQ-LAMP
assays performed better with lower MgSO, concentrations (6 mM) than those used in the
conventional original LAMP assays (8 mM) described by us for the detection of the two
parasites [38,39]. Thus, for a proper DARQ-LAMP operation, it is very important not only
to determine the optimal amount of QPD but also the MgSO4 concentration for each type
of LAMP test to be used.

In sensitivity tests for simplex DARQ-LAMP assays, the S. mansoni DARQ-LAMP
showed a limit of detection of 5 fg/uL, whereas the Strongyloides spp. DARQ-LAMP
showed a limit of detection of 50 pg/uL. The sensitivity of amplification based on DARQ
probe method was lower than the conventional colorimetric LAMP assays using SYBR
green I as intercalator dye originally described by us for S. mansoni (1 fg) [38] or Strongyloides
spp. (10 pg) [39]. This decrease in sensitivity could be due to the inhibitory effect described
for DARQ method, as previously observed in the amplification of several other targets [45].
To reduce inhibition in the DARQ technique, other versions of this approach have been
used, moving the quencher and fluorophore to a loop primer [46,47] or incorporated
into the amplification products and detected after the reaction, giving rise to the QUASR
method [44].

When the two set of DARQ-LAMP primers were combined in the same reaction
for the duplex DARQ-LAMP assay, we obtained a very satisfactory performance, with
no detectable cross-reactivity or non-specific amplifications of the negative controls and
with amplification times and fluorescence signals virtually identical to those obtained
in the simplex DARQ-LAMP assays. In addition, it should be noted that specificity for
the two conventional LAMP assays was previously proven in the original studies in
which they were first described [38,39]. Moreover, the duplex DARQ-LAMP was shown
to be operative in different reaction volumes as 25 pL, 20 puL and even 15 pL (in the
latter case with a slight decrease in fluorescence intensity for Strongyloides spp., but well
distinguishable from S. mansoni). The advantage of operating at such low volumes is that
the amount of reagents is reduced and, therefore, the cost per reaction is significantly lower.
Furthermore, with regard to the sensitivity of the duplex DARQ-LAMP assays, despite
the slight decrease in sensitivity obtained in each of the simplex DARQ-LAMP assays
compared to the conventional LAMP assays, these sensitivity values were maintained
when combining the two sets of primers and labelled probes in the same reaction in duplex
format. Accordingly, the duplex assay had the same amplification yield as the separate
singleplex assays.
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Once the proper operation was verified, in order to develop a duplex DARQ-LAMP
method as simply as possible to carry out detection in any condition for S. mansoni and
Strongyloides spp., we tried to preserve all necessary components in a non-reactive state
using standard tubes containing dry master mixes (duplex dry-DARQ-LAMP). To do so,
we applied a simple and optimized one-step dry-up desiccation procedure previously
reported by our group for drying LAMP reagents adapted for conventional and real-time
amplification assays [14,48]. The one-step dry-up protocol was applied for DARQ-LAMP
mixtures containing the sets of primers for S. mansoni and Strongyloides spp., resulting
in functional amplifications of both gDNAs after storage at ambient temperature (25 °C)
for up to 15, 30 and 60-days post-desiccation. Nevertheless, an increase in amplification
times and a reduction in fluorescence signals were observed compared to the fresh liquid
DARQ-LAMP mixtures. Although the reactions were functional, it should be noted that
the longer dry components are stored at ambient temperature, the longer the reaction
incubation time to achieve amplification. This result has already been noted by our group
when working with dry-LAMP mixtures [14,48].

Interestingly, in the dry-DARQ-LAMP duplexes tested, this effect was much more
remarkable in Strongyloides spp. amplification than for S. mansoni. For the same concen-
trations of gDNA from the two parasites, Strongyloides spp. amplification required longer
amplification time with a lower signal intensity than S. mansoni amplification. In addition,
amplification was no longer achieved at the lowest Strongyloides spp. gDNA concentrations
(2.5 ng/pL and 5 ng/uL) at 30 and 60-days post-desiccation, respectively. In any case,
very reasonable amplification time of 99 min was observed (for 10 ng/uL) after storage
in dry format for 60 days. This is a very surprising result considering that in duplexed
DARQ-LAMP using fresh mixtures, for Strongyloides spp. the Tps were shorter and the
RFUs higher than those obtained for S. mansoni. The absence of information on this or
similar event in the already published data does not allow us to compare our results. At the
moment, we can only speculate on the possibility that some features related to quenched
primer or fluorophore-labeled probe used for Strongyloides spp. amplification may be
affected more by the drying process of the mixtures than those used for S. mansoni. This
issue needs to be studied further. Despite this, maintaining functionality for at least 60 days
without the need for a cold chain would allow us to prepare and distribute within several
weeks a set of dry-DARQ-LAMP mixtures in a ready-to-use format for use in portable
devices with real-time fluorescence readout useful in field diagnostic tests for schistoso-
miasis and strongyloidiasis in resource-limited areas. Having dry mixes in a single tube
greatly facilitates work in the field and avoids possible contamination. To the best of our
knowledge, this is the first time that pre-mixed dried LAMP assays using the DARQ-LAMP
technology are developed for simultaneous detection of two different human pathogens.
This methodology could be used to develop other duplex DARQ-LAMP formats useful in
the detection of other infectious agents.

4. Materials and Methods
4.1. Parasites DNA Standard Samples

For amplification trials, genomic DNA (gDNA) from Schistosoma mansoni (Sm) and
Strongyloides venezuelensis (Sv) was extracted from frozen adult worms and infective third-
stage larvae (iL3), respectively, using NucleoSpin Tissue Kit (Macherey-Nagel, GmbH & Co.,
Diiren, Germany) following the manufacturers’ instructions. These parasites are routinely
maintained by serial passages in laboratory mice (for Sm) and rats (for Sv) experimentally
infected in the Laboratory of Parasitic and Molecular Immunology, CIETUS, University
of Salamanca, Salamanca, Spain. The gDNA concentration of the parasites was measured
three times by spectrophotometry using a Nanodrop ND-100 spectrophotometer (Nanodrop
Technologies, Wilmington, DE, USA) to obtain an average concentration and subsequently
10-fold diluted with ultrapure water to different concentrations for all experiments, as
further indicated for each situation. The gDNA samples used for simplex-LAMP reactions
only contained gDNA from one species, either Sm or Sv. For duplex-LAMP reactions, a
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combination of both parasites gDNA (Sm + Sv) was used. All gDNA samples were stored
at —20 °C until use.

4.2. DARQ LAMP Primer Design

LAMP primer sets used were those previously described elsewhere by our group
for detection of species-specific Schistosoma mansoni based on a 620 base pair (bp) se-
quence corresponding to a mitochondrial minisatellite DNA region (GenBank Accession
No. L27240) [38] and for Strongyloides spp., based on a 329 bp sequence corresponding to a
linear genomic DNA partial sequence in the 185 rRNA gene from Strongyloides venezuelensis
(GenBank Accession No. AJ417026.1), which has 94-99% similarity with other sequences
reported for Strongyloides spp., including the species causing human strongyloidiasis,
S. stercoralis and S. fuelleborni [39].

From each set of primers, both FIP primers (comprising Flc + F2 sequences) were
labelled at 5’ end by adding a dark quencher (Q-FIP): Iowa Black RQ (IAbRQ) for S. man-
soni-FIP primer and Iowa Black FQ (IAbFQ) for Strongyloides-FIP primer. Flc sequences
complementary probes were designed and labelled with a fluorophore at 3’ end: Cyanine
5 (Cy5) and 6-Carboxyfluorescein (6-FAM) for amplification of S. mansoni and Strongyloides
spp., respectively. Q-FIP primers and their complementary dye labelled probes were syn-
thetized by Integrated DNA Technologies (Coralville, IA, USA) and F3 and B3 primers
were synthetized by Eurofins Genomics (GmbH, Ebersberg, Germany). All DNA oligonu-
cleotides (listed in Table 1) were of HPLC grade. The lyophilized primers were resuspended
in ultrapure water to a final concentration of 100 uM and stored at —20 °C until use. A
schematical illustration of customized primers and the principle of the DARQ-LAMP
technique are showed in Figure 6.

Table 1. LAMP primer and probe sequences.

Species Target Primers Sequence (5 — 3) Reference
F3 TTATCGTCTATAGTACGGTAGG
B3 ATACTTTAACCCCCACCAA Fernandez-Soto
BIP AGAAGTGTTTAACTTGATGAAGGGGAAACAAAACCGAAACCACTA etal. [58]
S MIT-Sm FIP GCCAAGTAGAGACTACAAACATCTTTGGGTAAGGTAGAAAATGTTGT
FIP* IAbRQ-GCCAAGTAGAGACTACAAACATCTTTGGGTAAGGTAGAAAATGTTGT This study
Probe AAGATGTTTGTAGTCTCTACTTGGC—Cy5
F3 ACACGCTTTTTATACCACATT
B3 GTGGAGCCGTTTATCAGG Fernandez-Soto
Str spp. 188 BIP ATCAACTTTCGATGGTAGGGTATTGCCTATCCGGAGTCGAACC etal. [39]
rDNA FIP ACCAGATACACATACGGTATGTTTTGGATTTGATGAAACCATTTTTTCG
FIP* TAbFQ-ACCAGATACACATACGGTATGTTTTGGATTTGATGAAACCATTTTTITCG This study
Probe AAAACATACCGTATGTGTATCTGGT—6-FAM

Sm: Schistosoma mansoni; MIT-Sm: mitochondrial S. mansoni minisatelite DNA region (GenBank Accesion No.
L27240). Str: Strongyloides spp.; 185 rDNA: linear genomic DNA partial sequence in 185 rDNA from Strongyloides
venezuelensis (GenBank Accession No. AJ417026.1). F3, B3: forward and backward external primers; BIP: backward
inner primer (comprising Blc and B2 sequences); FIP, forward inner primer (comprising Flc and F2 sequences);
FIP*, forward inner primer (comprising Flc and F2 sequences) labeled at 5" end with an Iowa Black RQ (for Sm) or
Iowa Black FQ (for Str) quencher. Probe: the probe sequences have the designated fluorophore labelled at the
3’ end (Cy5 for Sm; 6-FAM for Str).
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Figure 6. Schematic illustration of customized primers and the principle of the DARQ-LAMP
technique. (A) Schematic illustration of a Quencher Probe Duplex (QPD), with a 5'-quencher FIP
(Q-Flc + F2 sequence) annealed to a sequence complementary to Flc labeled at the 3’ end with flu-
orophore (Fd). In this study, from each set of primers used, both FIP primers (comprising Flc + F2
sequences) were labelled at 5’ end by adding a dark quencher (Q-FIP): Iowa Black RQ (IAbRQ) for
Schistosoma. mansoni-FIP primer and Iowa Black FQ (IAbFQ) for Strongyloides spp.-FIP primer. Flc
sequences complementary probes were designed and labelled with a fluorophore at 3’ end: Cyanine
5 (Cy5) and 6-Carboxyfluorescein (6-FAM) for amplification of S. mansoni and Strongyloides spp., re-
spectively. (B) Schematic diagram of DARQ-LAMP operation, with LAMP inner primers FIP (Flc + F2)
and BIP (Blc + B2) and outer primers F3 and B3 and the QPD (Q-FIP + Fd). (1) LAMP is initiated at
the F2c sequence of the DNA target, with the Fd probe turned off by hybridization to Q-FIP. This new
strand is displaced by upstream synthesis from the external primer F3. (2) The BIP primer (Blc + B2) is
anchored to the B2c sequence on the newly synthesized strand. (3) Synthesis from the primer annealed
to the B2c sequence displaces the Fd probe. This releases the quenching generating a fluorescent signal.
The newly synthesized strand is displaced by the extension from the external primer B3. (4) The
resulting structure undergoes exponential amplification in the LAMP reaction. Successive initiations
at primer FIP result in additional release of Fd, resulting in exponential detection of the signal.

4.3. DARQ-LAMP Reactions

Set up of DARQ-LAMP reactions were based on original protocols previously de-
scribed by Tanner et al. [25] and Nanayakkara et al. [45].

First, quenched FIP primer and fluorophore-labelled probe were hybridized (quencher
probe duplex, QPD) by incubating the sequences at 50 uM at 95 °C for 2 min at a heat block
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and slow cooled to room temperature (RT). This stock of QPD was stored at —20 °C until
use in the different LAMP assays.

Since each LAMP assay must be optimized to use each modified primer set (by incor-
porating the additional FIP* primers and the labelled probes into the master mix), different
reaction conditions were tested for fine-tuning. On one hand, simplex DARQ-LAMP
reactions (i.e., including gDNA from only one parasite, either Schistosoma mansoni or Strongy-
loides venezuelensis) were carried out in the presence of Bst 2.0 WarmStart DNA Polymerase
(Bst 2.0 WS) (NEW ENGLAND BIOLABS Ltd., Ipswich, UK) in a volume of 25 puL containing
1.4 mM of each ANTP (BIORON GmBH, Romerberg, Germany), 1x Amplification Buffer
(20 mM Tris-HCI (pH 8.8), 50 mM KCI, 10 mM (NHy4)7SO4, 2 mM MgSQy, 0.1% Tween20),
0.2 uM outer F3/B3 primers, 1.6 uM inner primer BIP and 1.6 uM of a mix including non-
labelled inner primer FIP and QPD (FIP* and labelled probe). Reactions were tested with
supplementary MgSO;, (ranging 6, 8, or 10 mM). Different temperatures (61 °C, 65 °C and
70 °C) and reaction times (60 min, 90 min) were also tested in two different devices with
real-time fluorescence reading, a Genie III portable instrument (OPTIGENE Ltd., Horsham,
UK) and a PCRmax Eco 48 Real Time qPCR System. The excitation and emission channels
for these two devices for real-time fluorescence reading and corresponding fluorophores and
quenchers used in DARQ-LAMP reactions are showed in Table 2. To test proper operation
of DARQ-LAMP reactions, positive amplification controls (consisting in 5 ng/uL of gDNA
template from parasites) and negative controls (consisting in ultrapure water instead gDNA)
were used in each trial.

Table 2. Excitation and emission channels in Genie III portable instrument and PCRmax Eco 48 Real
Time gPCR System used for real-time amplifications and corresponding fluorophores and quenchers
used in DARQ-LAMP assays.

Device Channel Aex Aem Fluorophore Quencher
Genie® III 1 470 510-560 6-FAM (Aex 495-Aem 520)  IADFQ (420-620)
590 >620 Cy5 (Aex 648-Aem 668) TAbRQ (500-800)
PCR max Eco48 1 452-486 505-545 6-FAM (Aex 495-Aem 520)  IADFQ (420-620)
2 452-486 604-644
3 542-586 562-596
4 542-586 665-105 Cy5 (Aex 648-Aem 668) IAbRQ (500-800)

Genie III instrument and PCR max Eco 48 Real Time qPCR System include dual channel and four channel
fluorescence measurement, respectively. For DARQ-LAMP assays in PCRmax Eco 48 Real Time qPCR System
only channels 1 and 4 were used. Aex, fluorescence excitation wavelength; Aem, fluorescence emission wavelength.
Fluorophore: 6-FAM, 6-Carboxyfluorescein; Cy5, Cyanine 5. Quencher: IAbFQ, Iowa Black FQ for Strongyloides-
FIP primer; IAbRQ, Iowa Black RQ for S. mansoni-FIP primer. Aex, Aem and quenching range are expressed in
nanometers (nm).

Once simplex DARQ-LAMP reactions were standardized for duplex DARQ-LAMP
reactions (i.e., for simultaneous amplification of gDNA from both parasites, Schistosoma
mansoni and Strongyloides venezuelensis), the proportion of primer sets used was 50:50 and
the final concentration of the two sets of primers was maintained at 3.6 uM. Thus, to
assess first the proper operation of duplex DARQ-LAMP, different combinations of gDNA
concentrations in different volumes of master mixes were tested to evaluate the simultaneous
amplification of both parasites. We tested combinations of: Sm 5 ng/uL + Sv 2.5 ng/uL;
Sm 2.5 ng/uL + Sv 5ng/uL; Sm 5 ng/uL + Sv 5 ng/uL, and also individual Sm 5 ng/uL
and Sv 5 ng/uL, in different volumes of 25 pL, 20 uL and 15 pL.

In addition, we performed QPD titration in LAMP reactions with the Schistosoma
mansoni and Strongyloides spp. primer sets to determine the optimal assay conditions. For
this, from the stock of QPD at 50 uM, a QPD dilution at 5 uM was prepared and percentages
of 10% (90:10) and 15% (85:15) in relation to the total amount of unlabeled inner primer
(FIP) were used in DARQ-LAMP reactions. Regardless of the ratio of QPD and FIP used, a
concentration of 1.6 uM was always maintained in all reactions tested.
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4.4. Sensitivity of Simplex and Duplex DARQ-LAMP Reactions

The lower detection limit of simplex DARQ-LAMP assays for S. mansoni and S. venezue-
lensis gDNA detection was stablished by using 10-fold serial dilutions of gDNA from each
parasite, ranging from 5 ng/pL to 0.5 fg/pL.

Sensitivity of duplexed DARQ-LAMP for Sm and Sv gDNA detection was stablished
using 10-fold serial dilutions prepared by mixing those 10-fold serial dilutions used to
stablish the sensitivity of simplex tests, thus ranging from mixtures containing 5 ng/uL of
Sm gDNA and 5 ng/uL of Sv gDNA to 5 fg/uL of Sm gDNA and 5 fg/uL of Sv gDNA.

The tests for the establishment of sensitivity of DARQ-LAMP reactions were carried
out in the Genie III handheld device scheduled at 61 °C for 120-130 min.

4.5. Stabilization of DARQ-LAMP Reaction Mixes for Room-Temperature Storage:
Dry-DARQ-LAMP

For potential ready-to-use DARQ-LAMP multiplex tests, we carried out the stabiliza-
tion of the master mixes for long-term RT storage following the methodology previously
described in our group by Garcia-Bernalt Diego et al. [14]. The stabilization is based in a
one-step dry-up vacuum process without centrifugation (so called, desiccation) in a Con-
centrator Plus (EPPENDOREF, Hamburg, Germany) at RT for 30 min. Briefly, DARQ-LAMP
master mixes were dried in open 8-tube Genie Strips (OPTIGENE, Horsham, UK) separately
in two partial mixes: one containing Isothermal Buffer 10x, MgSQOy in the tube cap in
the presence of trehalose 2M, the other containing both sets of primers for S. mansoni and
Strongyloides spp., non-labelled inner primers FIP, QPD, dNTPs and Bst 2.0 WS polymerase
in the bottom of the tube in the presence of trehalose 2M. After the desiccation process, two
small, stable and well-adhered pellets in both cap and bottom of the tubes were obtained
and, subsequently, the tubes were kept at RT until use. Afterwards, rehydration was
carried out with ultrapure water (for negative controls) or ultrapure water containing both
S. mansoni and S. venezuelensis gDNA (for positive controls) and DARQ-LAMP reactions
performed with Genie III portable instrument at 61 °C for up to 120 min at 0, 7, 15, 30 and
60-days post-desiccation.

5. Conclusions

In summary, a duplex LAMP assay for simultaneous detection of two high preva-
lent human pathogens, Schistosoma mansoni and Strongyloides spp., was developed. The
differentiation of the multiple amplified targets, based on DARQ technology, was opti-
mized for easily readout in a handheld isothermal fluorimeter. In addition, our one-step
dry-up protocol for the stabilization of multiplexed master mixes produces ready-to-use
functional formats that can be easily prepared, distributed and applied in resource-limited
field settings by untrained personnel, therefore increasing its potential as point-of-care
diagnostic method. Further studies are needed to prove its efficiency in the analysis of
clinical samples.
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RESUMEN

La estrongiloidosis es una infeccion parasitaria causada mayoritariamente por
el nematodo Strongyloides stercoralis. Su distribucidn es cosmopolita, localizindose
fundamentalmente en regiones tropicales y subtropicales. La infeccidon crdnica suele
ser asintomdtica, pero puede provocar un sindrome de hiperinfeccién grave o
estrongiloidosis diseminada en pacientes inmunodeprimidos con elevada tasa de
mortalidad. Se estima que mds de 600 millones de personas estian infectadas a nivel
mundial, aunque la prevalencia real en zonas endémicas se desconoce. Esto es debido,
fundamentalmente, a la dificultad en su diagndstico por tres factores principales: la
presencia de casos subclinicos o levemente sintomdticos, la carga parasitaria
generalmente baja con excrecidn irregular de larvas y la falta de una prueba
diagndstica de referencia o gold standard. Los métodos tradicionales de diagndstico
parasitoldgico tienen escasa sensibilidad, los seroldgicos carecen de especificidad y los
moleculares (generalmente basados en la PCR), aunque muy sensibles y especificos,
presentan discrepancias en su precision y son dificilmente aplicables en entornos de
recursos limitados por su grado de especializacion y elevado coste. Una alternativa
podria ser el uso de la tecnologia LAMP de mds fdcil aplicacién en condiciones de

campo.

En trabajos previos a esta Tesis Doctoral, nuestro grupo de investigacion
desarroll6 un método LAMP (denominado Strong-LAMP) como técnica simple,
sensible y fdcil de realizar. El método demostr6 su eficacia en la detecciéon de ADN de
Strongyloides venezuelensis utilizando muestras de heces y orina de un modelo de
infeccion experimental en ratas. Se comprobd también su potencial aplicacidn clinica
en un pequefio niumero de muestras de heces de pacientes con estrongiloidosis
confirmada. En un estudio mds reciente, nuestro grupo comprobd la utilidad del
Strong-LAMP en muestras de orina de pacientes con estrongiloidosis confirmada y/o

sospecha seroldgica de la infeccion por el paridsito.

Sin embargo, hasta la fecha, todas las evaluaciones del método Strong-LAMP
se habian llevado a cabo exclusivamente en condiciones de laboratorio, por lo que nos
planteamos en este trabajo evaluar y validar su utilidad como método de diagnodstico
de la estrongiloidosis en condiciones reales de campo en una zona endémica de

€SCasos recursos.

Para ello, se realizé un estudio en el Hopital Nossa Senhora da Paz en Cubal
(Angola), en colaboracion con miembros de los departamentos de Microbiologia y

Enfermedades Infecciosas del Hospital Universitario Vall d’Hebron de Barcelona. Se
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analizaron un total de 192 muestras de heces de pacientes mediante andlisis
parasitoldgico: observacion microscopica directa con solucion salina (DSM) y técnica
de Baermann. De cada muestra se obtuvo también el ADN mediante un método de
extraccion de ADN comercial y se analizé mediante Strong-LAMP, con resultados muy
superiores (35.94%) a los obtenidos mediante DSM (5,21%) y Baermann (9,28%).
Todos los resultados parasitologicamente positivos resultaron también positivos por
Strong-LAMDP. Tras los estudios en condiciones de campo, nos propusimos comprobar
la reproducibilidad de la técnica en condiciones de laboratorio. Para ello, las muestras
de ADN se enviaron a nuestro laboratorio en el CIETUS (Salamanca) para ser
reanalizadas de nuevo mediante Strong-LAMP y, ademds, comparar los resultados con
una qPCR habitualmente utilizada en los estudios de estrongiloidosis. En el
laboratorio se obtuvo una coincidencia de los resultados obtenidos en condiciones de
campo del 76,04%. El posible deterioro de la calidad del ADN por un ineficaz
almacenamiento durante el estudio en zona endémica y en su envio al laboratorio de
referencia pudo haber sido la causa mds probable del descenso en la eficacia del Strong-
LAMP en condiciones de laboratorio. Por otra parte, el Strong-LAMP demostré mayor

sensibilidad diagndstica que la técnica qPCR.

Aunque el estudio presentado tiene ciertas limitaciones, como el andlisis de
una unica muestra de heces por paciente (que puede afectar a la estimacién de la
prevalencia mediante andlisis parasitoldgicos) o el inadecuado almacenamiento y
posterior transporte de las muestras, en conclusion, podemos decir que: 7) este es el
primer estudio en el que se ha evaluado el Strong-LAMP en muestras clinicas en
condiciones de campo en una zona endémica de estrongiloidosis de escasos recursos;
11) la técnica tiene una mayor sensibilidad en condiciones de campo que las pruebas
parasitoldgicas tradicionales, 777) la técnica tiene un mayor rendimiento diagndstico
que la qPCR en condiciones de laboratorio. La eficacia, sencillez de uso e
interpretacion de los resultados colorimétricos, sugieren que el método Strong-LAMP
puede ser una herramienta molecular muy util para mejorar el diagndstico de la
estrongiloidosis, simplificando los complejos andlisis parasitoldgicos de los estudios
de campo y contribuyendo a mejorar la estimacion de la prevalencia de la
estrongiloidosis. Ademds, teniendo en cuenta nuestra experiencia previa, la
posibilidad de utilizar el Strong-LAMP con reactivos estabilizados en dispositivos
portdtiles, nos hace pensar en su posible uso como un diagndstico point-of-care de la

estrongiloidosis.
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II.

IIL.

IV.

El método LAMP para la amplificacion género-especifica de ADN de

Schistosoma permite la deteccion de hibridos de S. haematobium/S. bovis.

Se ha desarrollado, por primera vez, un método LAMP multiplex que detecta

simultdneamente y a tiempo real Schistosoma mansoni y Strongyloides spp.

La técnica LAMP maltiplex desarrollada resulta eficaz con reactivos
estabilizados y almacenados a temperatura ambiente, con potencial uso en

estudios de campo.

El método Strong-LAMP presenta mayor sensibilidad que los métodos

parasitoldgicos cldsicos y que la qPCR en el diagndstico de la estrongiloidosis.

El método Strong-LAMP es util como método de diagnostico pornt-of-care de la

estrongiloidosis en zona endémica.
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I. O método LAMP para a amplificacdo especifica do género do ADN de Schistosoma

permite a deteccdo de hibridos S. haematobium/S. bovis.

I.  Pela primeira vez, foi desenvolvido um método LAMP multiplex que detecta

simultaneamente Schistosoma mansont e Strongyloides spp. em tempo real.

III. A técnica LAMP multiplex desenvolvida ¢ eficaz com reagentes estabilizados e
armazenados a temperatura ambiente, com potencial utilizacdo em estudos de

campo.

IV. O metodo Strong-LAMP ¢ mais sensivel do que os métodos parasitologicos cldssicos e

a qPCR no diagnostico da estrongiloidose.

V. O método Strong-LAMP ¢ iitil como método de diagndstico point-of-care para a

estrongiloidose em dreas endémicas.
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AlL1. Muestras bioldgicas

En los distintos articulos de investigacion recogidos en este trabajo se
utilizaron diferentes muestras: muestras de pardsitos y muestras de origen humano

como orina y heces.

En el primer articulo de investigacion (Application of a A Genus-Specific
LAMP Assay for Schistosome Species to Detect Schistosoma haematobium x Schistosoma
bovis Hybrids), se utilizaron muestras de ADN gendmico de esquistosomas hibridos
procedentes de pardsitos recogidos en estudios anteriores de Agboville (Costa de
Marfil) y de Cdrcega (Francia); ADN gendmico de S. haematobium facilitado por el
Laboratorio de Interacciones Huésped-Patdgeno-Entorno (IHPE) de la Universidad
de Perpignan Via Dominita (Perpignan, Francia); gusanos adultos de S. bovis
proporcionados por el laboratorio de Parasitologia Animal del Instituto de Recursos
Naturales y Agrobiologia de Salamanca (IRNASA-Salamanca, Espafia); gusanos
adultos de S. mansoni procedentes del ciclo bioldgico que se mantiene en el
laboratorio de Parasitologia, CIETUS, Universidad de Salamanca. Las muestras

artificiales de orina fueron realizadas en el CIETUS.

En el segundo articulo de investigacidn (Development of a Duplex LAMP Assay
with Probe-Based Readout for Stmultaneous Real-Time Detection of Schistosoma mansoni
and Strongyloides spp. — A Laboratory Approach to Point-Of-Care), se utilizaron muestras
de ADN gendmico de dos pardsitos: S. mansoni y S. venezuelensis, utilizando como
material de partida adultos de ambos pardsitos almacenados a -202C. Los adultos de
S. mansoni y las larvas infectivas L3 de S. venezuelensis se obtuvieron a partir de los
ciclos de vida que se mantienen en el laboratorio de Parasitologia, CIETUS,

Universidad de Salamanca.

En el tercer articulo de investigacion (First field study using Strong-LAMP
for diagnosis of strongyloidiasis in Cubal, Angola), se trabajé con muestras de heces de
192 pacientes recogidas en el Hospital Nossa Senhora da Paz, Cubal (Angola). Para
este estudio se obtuvo permiso del comité de Bioética del Ministerio de Salud de
Angola. El ADN gendmico utilizado de S. venezuelensis se obtuvo a partir del ciclo
biolégico que se mantiene en el laboratorio de Parasitologia, CIETUS, Universidad

de Salamanca.
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AlL2. Procesamiento de muestras y extraccion de ADN

Durante la realizacién de este trabajo, se han utilizado diferentes kits de

extraccion de ADN para diferentes muestras (Tabla AL1).

Tabla AL1. Tipos de muestra y kits utilizados para la extracciéon de ADN.

Tipo de muestra Kit de extraccion

Pardsito NucleoSpin Tissue Kit (Macherey-Nagel, GmH & Co., Diiren, Alemania)
Orina i-genomic Urine DNA Extraction Mini Kit (Intron Biotechnology, UK)
Heces NZY Soil gDNA Isolation Kit (NZYTECH, Lisboa, Portugal)

A continuacidn, se describen de manera detallada los diferentes protocolos

utilizados.

AlL2.1. Purificacion de ADN gendmico de parasitos

La extraccion de ADN de todos los parasitos, S. mansoni, S. venezuelensis y S.
bovis, se realizé utilizando el kit NucleoSpin Tissue Kit (Macherey-Nagel, GmH &

Co., Diren, Alemania) siguiendo el protocolo que se describe a continuacion:

1. Se seleccionaron muestras de adultos de S. mansoni (entre 20 y 40
esquistosomas) o iL3 de S. venezuelensis (entre 10.000 y 20.000), almacenadas a
-202C en nuestro laboratorio. Se lisaban en 180 pL de buffer T1 y 25 pL de
Proteinasa K para la pre-lisis. Todo se mezclé utilizando el vértex.

2. A continuacion, se incubaban a 562C durante 3 horas o bien overnight para
mejorar los resultados. El proceso de incubacién se puede mantener en
agitacion para favorecer la lisis.

3. Tras el proceso de incubacion se llevé a cabo el proceso final de lisis aiadiendo
200 pL de buffer B3, mezclando mediante vortex e incubando a 702C durante
10 minutos.

4. Para ajustar las condiciones de la muestra para la unién del ADN a la
membrana, se afiadian 210 pL de etanol absoluto o al 96% y se mezclaba por
vOrtex.

5. Para cada muestra se utilizaba una columna de extraccion con tubo colector.

La mezcla se pasaba a través de la columna de purificacion, donde el ADN se
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une a la membrana. Se realizaba una centrifugacion de 1 minuto a 11.000 x g
y se descartaba el tubo colector con el eluido y colocaba la columna sobre uno
nuevo.

Tras la unién del ADN a la membrana, se realizaron dos lavados. El primero
con 500 pL de buffer BW y el segundo con 600 puL de buffer BS. Ambos se
siguieron de centrifugaciones de 1 minuto a 11.000 x g tras las que se descartaba
el volumen que habia pasada a través de la columna.

Para obtener un mayor grado de pureza del ADN la membrana se secaba
mediante una centrifugacion a 11.000 x g durante 1 minuto.

Por ultimo, se afiadian 100 pL de buffer de elucion, se mantenia a temperatura

ambiente 1 minuto y se centrifuga a 11.000 x g durante un 1 minuto.

Tras la extraccion del ADN gendmico se procedié a la medicién de su

concentracién y pureza utilizando un Nanodrop (ND-1000; THERMO FISHER

SCIENTIFIC, Estados Unidos). Posteriormente, se diluyd en las concentraciones de

trabajo.

AlL2.2. Purificacion de ADN gendmico de muestras de orina

Las muestras de orina que fueron utilizadas en el primer articulo de

investigacion se contaminaron artificialmente con ADN del pardsito a la

concentracidon deseada. Posteriormente se realizd la extraccion del ADN.

Para la purificacién de ADN a partir de muestras de orina se utiliz6 el kit i-

genomic Urine DNA Extraction Mini Kit (Intron Biotechnology, UK) siguiendo el

protocolo expuesto a continuacion:

1.

Se tom6 un volumen de entre 1,5 mL a 2 mL de orina y se centrifugé a 4.000
x g durante 15 minutos. Tras la centrifugacion, se retiré el sobrenadante
queddndonos con 100 pL que contendrian el pellet urinario y se resuspendid
para homogeneizar.

Posteriormente se anadian 200 pL de buffer UG, 20 pL de Proteinasa Ky 5 pL
de RNasa a la muestra para llevar a cabo el paso de lisis. Se mezclaba mediante
vortex e incubaba a 65¢C durante 15 minutos. Durante la incubacién se fue
agitando manualmente la mezcla o con agitacién mecdnica.

Tras la incubacidn, se afiadian 250 pL de buffer UB y se mezclaba invirtiendo

los tubos o mediante pipeteo para no dafar el material genético.
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A continuacion, se anadian 250 pL de etanol al 80% para ajustar las
condiciones de la mezcla y se mezclaba mediante pipeteo para de nuevo no
danar el ADN.

Después se transferia la mezcla a la columna de purificacion, se centrifugaba a
13.000 x g durante 1 minuto y se descartaba el tubo colector. La columna se
colocaba en un nuevo tubo colector.

Consecutivamente se hacfan dos lavados. Un primer lavado con 700 pL de
buffer UWA y un segundo lavado con 700 pL de buffer UWB. Después de anadir
el buffer en las dos ocasiones se realizaba una centrifugacién de 1 minuto a
13.000 x g y se descartaba el eluido.

Tras los lavados se secaba la membrana de la columna mediante una nueva
centrifugacién a 13.000 x g durante un minuto.

Finalmente, se eluyé el ADN purificado en 50 pL de buffer UE. Tras anadir el
buffer se incubaba a temperatura ambiente durante 2 minutos y se realizaba

una centrifugacidn final a 13.000 x g durante 1 minuto.

Al2.3. Purificacion de ADN gendmico de muestras de heces

La purificacion de ADN a partir de muestras de heces se realiz6 utilizando el kit NZY
Soil gDNA Isolation Kit (NZYTECH, Lisboa, Portugal) siguiendo el siguiente

protocolo:

1.

En un primer paso de preparacién de la muestra, se tomaban entre 250-500 mg
de heces y se atiadfan a un tubo con perlas. Seguidamente, se afiadfan 700 pL
de buffer NSL1 o del buffer NSL2.

Para el proceso de lisis se afiadian 150 pL de NS Enhancer y se mezclaba
mediante vortex durante 5 minutos para homogeneizar toda la muestra.
Posteriormente, para eliminar la espuma producida por el detergente se
centrifugaba a 11.000 x g durante 2 minutos. A continuacion, se anadfa 150 pL
del buffer NSL3, se agitaba en vdrtex durante 5 segundos y se incubaba durante
5 minutos a 02C o 4eC.

Tras la incubacidn se realizaba una centrifugacion durante 1 minuto a 11.000
x gy se tomaban 700 pL del sobrenadante tratando de no coger nada del fondo
que pudiera contener restos de la muestra. El sobrenadante se cargaba en una

columna de eliminacidn de los inhibidores para su filtracidn, y se centrifugaba
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a 11.000 x g durante 1 minuto. Posteriormente, se descartaba la columna y nos
queddbamos con el sobrenadante.

5. Después, para ajustar las condiciones de la muestra se anadfan 250 pL del buffer
NSB y se mezclaba mediante vortex durante 5 segundos. Se tomaban 550 pL
de la muestra y afiadfan en una columna de purificacién, donde el ADN se une
a la membrana. Se llevaba a cabo una centrifugacién de 1 minuto a 11.000 x g
y se descartaba el eluido.

6. Tras la unién del ADN a la membrana, se realizaban 3 lavados, el primero con
500 pL de buffer NSB, el segundo con 550 pL de buffer NSW1 y el tercero con
700 pL de buffer NSW2. Los tres lavados se siguieron de centrifugaciones de 1
minuto a 11.000 x g y se descartaba el eluido.

7. Para obtener el mayor grado de pureza del ADN se secaba la membrana. Para
ello, se realizaba una dltima centrifugacién de 2 minutos a 11.000 x g sin afadir
ningun buffer de lavado.

8. Por ultimo, se anadfan 50 pL de buffer NSE y se incubaba durante 1 minuto a
temperatura ambiente. Finalmente, se realizaba una centrifugacion de 1

minuto a 11.000 x g.

Al3. Seleccidn de secuencias

A lo largo del desarrollo de esta Tesis Doctoral se han realizado ensayos LAMP
utilizando primers disefiados por nuestro grupo para la deteccion de Schistosoma
mansont, Schistosoma haematobium, Schistosoma bovis, Schistosoma spp. y Strongyloides
spp. Las secuencias, su longitud y la diana especifica para cada uno de ellos se recogen
en la tabla AL2.
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Tabla AL2. Sets de primers utilizados en los distintos trabajos recogidos en esta Tesis Doctoral.

Diana Primer Secuencia Longitud Referencia
(bases)
F3 TTATCGTCTATAGTACGGTAGG 22
B3 ATACTTTAACCCCCACCAA 19
. FIP GCCAAGTAGAGACTACAAACATCTT- 47 Ferndndez-Soto
S mansont TGGGTAAGGTAGAAAATGTTGT etal.2014 [1]
BIP AGAAGTGTTTAACTTGATGAAGGGG- 45
AAACAAAACCGAAACCTACTA
F3 CTTTCTAAGCCCGCGATA 18
B3 GCGCATTACACTTGGTCT 18
FIP TACCCCTAACTTCGTGGTCTCC- 41
S haematobium CCCCCTTATTTTAGGGTGC Gandasegui et
BIP CTCCCTATATAACATGGCGAGTAAG- 48 al. 2015 [2]
ACTATGAAATCAGTGTTTTTCGG
LF GGTGCGCTTTGTTTTCCGT 19
LB ACCATGTGTAAAGCGCGTCAAA 22
F3 ACACGCTTTTTATACCACATT 21
B3 GTGGAGCCGTTTATCAGG 18
Strongyloides spp. FIP ACCAGATACACATACGGTATGTTTT- 49 Ferndndez-Soto
GGATTTGATGAAACCATTTTTTCG et al. 2016 3]
BIP ATCAACTTTCGATGGTAGGGTATTG- 43
CCTATCCGGAGTCGAACC
F3 TTCATTGTTAGGTTGCGT 18
B3 TCTATATTCTACTCTAATCCCTCT 24
FIP TCAGTATCATCTCAAACATCACACT- 48
) AGTAGTATGTTCTGTCTTAAGTT Ferndndez-Soto
5. bovis BIP TTTGTAGTACCTCTGGTTTACATCA- 45 et al. 2020 [4]
TTCACTCTCAGACTCTACAT
LF ACTTAGACCATGAACATCAACCTAT 25
LB TACTAAGTGAGAGTAATCGAACACC 25
F3 TTGACCGGGGTACCTAGC 18
B3 CGTGAATGGCAAGCCAAAC 19
FIP ATCGCCCTTGGCAGATCAGG- 39 )
Schistosoma spp. CTGTCGTATGCCCTGATGG Ferndndez-Soto
et al. 2020 [4]
BIP ATATGCATGCAAATCCGCCCCG- 42
CGGATCGCTTCAACAGTGTA
LF CAGATCAGGCAACCCGAAAG 20
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Al4. Amplificacion de ADN

El trabajo realizado para cualquier técnica de amplificaciéon de ADN se siguid
acompanado de unas normas de buenas practicas de laboratorio. Asi, antes de
comenzar a trabajar se realizé una limpieza con etanol al 70 % de todo el material a
utilizar y las dreas de trabajo. Se trabajé en dreas totalmente separadas para cada
procedimiento: las mezclas de reaccion se prepararon en una habitacion libre de ADN
o en una cabina de flujo laminar previamente descontaminadas e irradiada con luz
ultravioleta durante 15 minutos, el ADN se afiadié en una zona de extraccién y la
manipulacién de los productos amplificados se realizé en la zona de amplificacién. El
material de uso en cada localizacion es exclusivo de la misma y no se extrae ni emplea

para otra actividad.

Al4.1. PCR a tiempo real (QPCR)

El tercer articulo de investigacion incluye el uso de qPCR para la deteccién de
ADN de S. stercoralis. Para este procedimiento se utiliz6 un kit comercial
NZYSupreme qPCR Green Master Mix (2x) (NZYTECH, Lisboa, Portugal) y
reactivos de PCR dirigidos al gen 18S rARN de S. stercoralis [5]. Se siguieron las
instrucciones del fabricante utilizando las mezclas de reaccion y los ciclos que se
muestran en la tabla AL3 y la tabla Al4. Todas las reacciones fueron llevadas a cabo

en un volumen final de 20 pL, utilizando de ADN 2 plL.

Tabla Al.3. Mezcla de reaccion qPCR.

Componente Volumen
Master Mix 10 pL
Forward primer 0.8 uL
Reverse primer 0.8uL
H.0O mQ Hasta completar 20 puL
Muestra/Control 2 uL
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Tabla AL4. Ciclos de amplificacién de la qPCR.

Ciclos Temperatura (2C) Tiempo Etapa
1 95 3 minutos Activacién de la polimerasa
95 5 segundos Desnaturalizacién
35
60 25 segundos Anillamiento/Extensién

Todas las reacciones fueron realizadas en el dispositivo PCRmax ECO 48 real time PCR system
(PCRmax, Stone, Reino Unido).

Al.4.2. LAMP colorimétrico

A lo largo de este trabajo se realizan diferentes ensayos LAMP para diferentes
patdgenos, con mezclas de reaccidn andlogas para todos ellos, por lo que se describe

de forma general a continuacion.

La mezcla de reaccion LAMP convencional se realizé en un volumen final de
15 pL y se compone de los siguientes reactivos: Isothermal buffer 1X (20mM Tris-HCl
(pH 8.8), 50 mM KCl, 10 mM (NH4)2504, 2 mM MgSO4, 0.1 % Tween20), MgSO4
suplementario (6 mM) y 8U de polimerasa Bst 2.0 WarmStart (NEW ENGLAND
BIOLABS, Reino Unido); dNTPs (1,4 mM de cada uno); 0,4 uM LF/LB (de cada uno,
si se incluyen), 1,6 uM FIP/BIP (de cada uno) y 0,2 pM F3/B3 (de cada uno). En la
tabla ALS5 aparecen detallados los volimenes y concentraciones para cada uno de los

reactivos.

La incubacidn de los tubos de reaccidn se realizé a 65¢C durante 60 minutos y
posteriormente 5-10 minutos a 802C para inactivar la enzima y finalizar la reaccion.
La deteccion de los productos amplificados se realiza de manera visual una vez la
reaccién ha concluido a través de la adiccién de 2 pul. de SYBR Green I (dilucién 1:10).
Si la reaccion es positiva se produce un cambio de color de naranja a verde, o se
mantiene de color naranja cuando hay un resultado negativo. El resultado también se
puede observar realizando una electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % observando el

patrén de bandas de amplificacion en escalera.
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Tabla ALS. Componentes de una reaccion LAMP colorimétrica, volimenes y concentraciones

utilizadas.
Componente Volumen Concentracion final
H>O mQ Hasta completar 15 pL -
dNTPs 2,1 uL 1,4 mM
Isothermal buffer 10x 1,5 uL 1x
MgSO4adicional 0,9 uL 6 mM
LF/LB 0,6 pL 0,4 uM
F3/B3 0,3 uL 0,2 uM
FIP/BIP 0,24 uL 1,6 uM
Bst 2.0 0,6uL 8U
Muestra/Control 2 ul -

ALS. Sensibilidad

En el primer articulo de investigacion se evalda la sensibilidad del LAMP de
Schistosoma spp. para la deteccidon de diferentes perfiles moleculares de hibridos de
Schistosoma. Para ello se utiliz6 ADN procedente de muestras de diferentes hibridos a

partir de las cuales se realizaron diluciones seriadas (1:10) en agua ultrapura.

En el segundo articulo de investigacion se evalda la sensibilidad de la técnica
DARQ-LAMP. Para los diferentes ensayos se utilizé ADN gendmico de los pardsitos
S. mansoni y S. venezuelensis. Para la sensibilidad del simplex DARQ-LAMP de S.
mansoni 'y S. venezuelensis se hicieron diluciones seriadas 1:10 a partir de una
concentracion inicial de cada uno de los pardsitos de 5 ng/pL hasta 0.5 fg/pL. Mientras
que para evaluar la sensibilidad del duplex DARQ-LAMP para la deteccion simultinea
de ADN de S. mansoni y S. venezuelensis se utilizaron diluciones seriadas 1:10
preparadas a partir de las mezclas utilizadas para establecer la sensibilidad de las

pruebas simplex.

La sensibilidad analitica de los otros métodos LAMP utilizados, descritos para
la amplificacién de ADN de S. mansont, S. haematobium, S. bovis, Schistosoma spp. 'y
Strongyloides spp. se establece en las publicaciones originales de nuestro grupo de

investigacion.
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AlL6. Diseno y puesta a punto de la tecnologia DARQ-LAMP

En el segundo articulo de investigacion de esta Tesis Doctoral, se llevo a cabo
el disefio y puesta a punto de la tecnologia DARQ-LAMP para la aplicaciéon multiplex
de los LAMP de S. mansoni y Strongyloides spp. Todo ello se puede estructurar en tres
niveles: (7) eleccion de fluoréforo y marcaje de primers; (i7) puesta a punto; (11z)

evaluacidn de sensibilidad.

ALG6.1. Eleccion de fluoréforos y marcaje de primers.

Lo primero a tener en cuenta fueron los canales de excitacion (Aex) y emisién
(Aem) de fluorescencia de los dispositivos disponibles en el laboratorio, Genie® III
(OptiGene) y temociclador PCRmax Eco 48. La eleccion de los fluordforos se
selecciond en base a los diferentes canales de ambos dispositivos, es decir, fluoréforos
con Aex y Aem capaces de detectarse en diferentes canales tanto de la Genie III (dos
canales) como del Eco 48 (cuatro canales) (Tabla AL6). Los diferentes fluoréfororos y

quencher aparecen en diferentes guias [6].

Una vez seleccionados los fluordrofos y quencher adecuados, se procedié al
marcaje de los primers. De cada conjunto de primers, los dos primers FIP (que
comprenden las secuencias Flc + F2) fueron marcados en los extremos 5 con un
quencher (Q-FIP): Iowa Black RQ (IAbRQ) para S. mansoni y lowa Black FQ (IAbFQ)
para Strongyloides spp. Ademds, se disenaron sondas complementarias a las regiones
Flc de cada primer y se marcaron con el fluoréforo correspondiente en el extremo 3’
(Fd): Cianina-5 (CYS) para S. mansoni y 6-Carboxifluoresceina (6-FAM) para
Strongylotdes spp. Todos estos primers modificados, Q-FIP y Fd, fueron sintetizados por
la empresa Integrated DNA Technologies (IDT, Coralville, IA, USA), dado que este
tipo de marcaje no es posible en todas las empresas de sintesis de primers. El resto de
primers necesarios para la reaccion fueron sintetizados por la empresa Eurofins

Genomics (GmbH, Ebersberg, Germany). La tabla AL?7. recoge los primers empleados.
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Tabla AlL6. Canales de excitacion y emisién de los dispositivos Genie® III y PCRmax ECO 48

para la amplificacién a tiempo real y los correspondientes fluordéforos y quenchers.

Dispositivo  Canal Aex Aem Fluoroéforo Quencher
Genie® III 1 470 510-560 6-FAM (495 Aex -520 Aem) IAbFQ (420-620 nm)
2 590 >620 CYS5 (649 Aex -670 Aem) IAbRQ (500-800 nm)
PCR max 1 452-486  505-545 6-FAM (495 Aex -520 Aem) IAbFQ (420-620 nm)

Eco 48

2 452-486  604-644 Texas Red (596 Aex - 615 Aem) IAbRQ (500-800 nm)
3 542-586  562-596 CY3 (552 Aex — 570 Aem) IAbFQ (420-620 nm)
4 542-586 665-105 CY5(649 Aex -670 Aem) IAbRQ (500-800 nm)

Aex, longitud de onda de excitacion de fluorescencia; Aem, longitud de onda de emisién de
fluorescencia; nm, nanémetros; 6-FAM, 6-Carboxifluoresceina; CyS, Cianina-5; Cy3, Cianina-3;

IAbRQ, Iowa Black RQ; IAbFQ, Iowa Black FQ.

Tabla AL7. Primers y sondas para LAMP de Schistosoma mansoni 'y Strongyloides spp.

Especie  Diana Primers Secuencia (5 — 3°) Referencia
F3 TTATCGTCTATAGTACGGTAGG ,
B3 ATACTTTAACCCCCACCAA Femandelz’
o MIT-  BIP AGAAGTGTTTAACTTGATGAAGGGG-AAACAAAACCGAAACCACTA Soto et al.
Sm FIP GCCAAGTAGAGACTACAAACATCTTTGGGTAAGGTAGAAAATGTTGT
FIP* IAbRQ GCCAAGTAGAGACTACAAACATCTTTGGGTAAGGTAGAAAATGTTGT bajo
Sonda AAGATGTTTGTAGTCTCTACTTGGC - Cys
F3 ACACGCTTTTTATACCACATT ,
B3 GTGGAGCCGTTTATCAGG Fse(fzf‘jf:;
s, 15 BIP ATCAACTTTCGATGGTAGGGTATTGCCTATCCGGAGTCGAACC
rDNA  FIP ACCAGATACACATACGGTATGTTTTGGATTTGATGAAACCATTTTTTCG
FIP® _ IAbFQ- ACCAGATACACATACGGTATGTTTTGGATTTGATGAAACCATTTITICG baio
Sonda AAAACATACCGTATGTGTATCTGGT - 6-FAM

Sm, Schistosoma mansonis Str spp; Strongylotdes spp.; MIT-Sm, regién ADN mitocondrial minisatellite
S.mansoni; 18S rDNA, secuencia parcial de ADN gendmico lineal en 18S rADN de Strongyloides

venezuelensis; FIP*, primer interno FIP marcado con un quencher.

AlL6.2. Puesta a punto.

En este punto se detallan los pasos que se llevaron a cabo para optimizar las

condiciones de reaccion para los ensayos DARQ-LAMP simplex y daplex.

a) El primer paso tras la sintesis de los primers fue la hibridacion del primer Q-
FIP y la sonda marcada con fluoréforo. Estd hibridacion se llevé a cabo

mediante incubacion de las secuencias (S0pM) a 952C durante 2 minutos y
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dejdndolo enfriar a temperatura ambiente. El resultado de la hibridacién
pasard a llamarse QPD, del inglés quencher probe duplex.

Todas las pruebas iniciales se evaluaron para reacciones DARQ-LAMP simplex,
en un volumen final de reaccion de 25pL y una misma concentracién de ADN
(5ng/ pL) para los controles positivos.

Las concentraciones de primers para reacciones simplex fueron: 0,2uM para F3
y B3, 1,6 pM para BIP y 1,6 uM para la mezcla que incluye el FIP no marcado
y el QPD (FIP* y sonda marcada).

Tras la generacion del producto hibridado QPD, se probaron diferentes
condiciones de reaccion para evaluar cual era la mds apropiada para llevar a
cabo los ensayos: concentraciones de MgSOy4 suplementario (6 nm, 8 nm y
10nm); temperaturas de reaccidon (612C, 65 2C y 70 oC); tiempos de reaccidn
(60 minutos y 90 minutos).

Ademis, se realizo la valoracién de las concentraciones de QPD dptimas para
los ensayos. A partir del stock de S0puM se prepard una dilucién de QPD a 5uM
para uso. Se valoraron diluciones del 10% (90:10) y del 15% (85:15) de QPD en
reaccion con la cantidad total de cebador interno FIP no marcado.
Independientemente de las proporciones de QPD y FIP, siempre se utilizé una
concentracion final de 1,6 uM en las reacciones.

Las condiciones Optimas para la reaccion simplex se establecieron en: una
concentracion de 6mM MgSO, suplementario, 61eC de temperatura de
reaccion, 15% de QPD (15 QPD : 85 FIP no marcado).

Una vez estandarizadas las reacciones DARQ-LAMP simplex, se evalué para
reacciones DARQ-LAMP duplex, es decir, para la amplificacién simultdnea de
ADNg de ambos parésitos, S. mansoni'y S. venezuelensis. La proporcion de cada
conjunto de cebadores utilizado fue del 50:50, manteniendo la concentracion
final de primers (de los dos sets) en 3,6 pM.

Las reacciones ddplex se probaron en diferentes volumenes finales de reaccidn:
25pL, 20pL y 15pL. Todos ellos resultaron adecuados para las reacciones
daplex.

Se probaron diferentes combinaciones de concentraciones de ADNg para
evaluar la amplificacion simultdnea de ambos pardsitos. Sm 5§ ng/uL + Sv 2.5
ng/uL; Sm 2.5 ng/uL + Sv 5 ng/uL; Sm 5 ng/puL + Sv 5 ng/uL, e individuales Sm
5 ng/uL y Sv 5 ng/uL.
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Al.6.3. Evaluacidn de sensibilidad

Primero se establecid la sensibilidad de las reacciones DARQ-LAMP simplex y
para ello se utilizé como controles positivos ADN gendmico de los pardsitos, S.
mansoni 'y S. venezuelensis, a una concentracion de Sng/ uL y se hicieron diluciones
seriadas 1:10 hasta una concentracion final de 0,5fg/pL. Para las reacciones duplex, la
sensibilidad se establecié mezclando las diluciones seriadas empleadas para establecer
la sensibilidad de las pruebas simplex. Se utilizaron por tanto mezclas que contenfan

ADNg de S. mansoni 'y S. venezuelensis.

AL?7. Estabilizacion de reactivos DARQ-LAMP

La estabilizacion de los reactivos DARQ-LAMP que se lleva a cabo en el
segundo articulo de la Tesis, se realiz6 siguiendo la metodologia descrita por Garcia-
Bernalt y colaboradores en el 2021 [7]. La estabilizacidn se basa en un proceso de secado
al vacio en un solo paso sin centrifugacion, denominado desecacion, en presencia de
trehalosa y llevado a cabo en un Concentrador Plus (EPPENDOREF, Alemania). Esta

metodologia se presenta a continuacion:

1. La mezcla de reaccion se separaba en dos mezclas parciales: una colocada en la
tapa del tubo y que contenia el isothermal buffer 10x, el MgSQOy4 y trehalosa 2M,
y la otra colocada en el fondo del tubo y contenia ambos sets de primers para
S. mansoni y Strongyloides spp., dNTPs, la polimerasa Bst 2.0 WS y trehalosa 2M.

2. Ambas mezclas separadas en el tubo se expusieron al vacio en un Concentrador
Plus (EPPENDORE Alemania) sin centrifugacién (modo D-AQ) a
temperatura ambiente durante 30 minutos.

3. El procedimiento de desecacion produjo dos pellets estables y bien adheridos
tanto en la tapa como en el fondo de los tubos. Los tubos se almacenaron a
temperatura ambiente hasta su uso.

4. Para la reaccidn posterior se rehidrataban las mezclas simplemente afiadiendo
agua ultrapura o agua ultrapura y la muestra correspondiente, hasta un
volumen final de 25 pL. Los tubos se colocaban boca abajo durante 2 minutos

para favorecer el proceso de rehidratacidn.

Este protocolo provoca una ralentizaciéon de la reaccidén, aumentando los

tiempos de reaccion en aproximadamente media hora.
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AlLS8. Técnicas parasitologicas

Las técnicas parasitoldgicas, observacion microscdpica directa con solucién

salina y Baermann, fueron empleadas en el tercer articulo.

AlL8.1. Observacion microscopica directa con solucidn salina

La observacion directa se realizé a partir de heces frescas de pacientes para la

busqueda de pardsitos en las mismas. Se realizo siguiendo los siguientes pasos:

1.

Se tomaba una porcién de la muestra de heces y se situaba sobre un
portaobjetos.

Se afladian unas gotas de suero fisioldgico sobre la muestra y, a continuacion,
se mezclaba y distribuida la mezcla sobre el portaobjetos.

Finalmente se observaba al microscopio en busca de parésitos.

AlS8.2. Técnica Baermann

La técnica Baermann se empled para la deteccion de larvas de S. stercoralis a

partir de heces frescas de pacientes. Esta metodologia pretende concentrar las posibles

larvas presentes en las muestras de heces gracias al tropismo de las larvas. Los pasos

empleados fueron los siguientes:

1.

Las muestras individuales de heces se recogieron en frascos de orina y el anélisis
se realiz6 en las 12 horas siguientes a la deposicion. Aquellas muestras muy
liquidas se les afiadié vermiculita, un mineral poroso, para hacer la muestra
mads consistente.

Posteriormente las heces se colocaron sobre 4-6 gasas, en funcion de la cantidad
de muestra, y se formé un hatillo.

Sobre un soporte adaptado a la técnica, se colocaba un embudo al que se
adaptaba un trozo de goma y se cerraba el extremo inferior con una pinza. Se
afladfa agua previamente calentada y sin que sobrepasara los 502C.

A continuacion, el hatillo se situaba sobre el embudo y se dejaba reposar un
minimo de 45 minutos bajo la luz del sol.

Pasado el tiempo necesario se retiraba el hatillo, y se situaba un tubo de ensayo

al final de la goma y se abria la pinza hasta llenar el tubo.
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6. Una vez llenos, los tubos se centrifugaban o se dejaban reposar durante media
hora.
7. Por ultimo, se descartaba el sobrenadante y se observaba al microscopio el resto

del sedimento en busca de larvas.
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Abstract

Background

Schistosoma mansoni is the main species causing hepatic and intestinal schistosomiasis in
Sub-Saharan Africa, and it is the only species in South America. Adult stages of the parasite
reside in the mesenteric venous plexus of infected hosts, and eggs are shed in feces. Col-
lecting patient stool samples for S. mansoni diagnostic purposes is difficult in large-scale
field trials. Urine samples would be an alternative approach for molecular S. mansoni detec-
tion since they have several advantages over stool samples, including better handling, man-
agement and storage. Additionally, loop-mediated isothermal amplification (LAMP)
technology is a powerful molecular diagnostic tool for infectious diseases, particularly under
field conditions in developing countries. The present study aimed to assess the effective-
ness of our previously developed LAMP assay (SmMIT-LAMP) for S. mansoni-specific
detection in clinical urine samples.

Methodology/Principal findings

The sensitivity of SmMIT-LAMP in urine was established in simulated fresh human urine
samples artificially spiked with genomic DNA from S. mansoni. LAMP for 120 min instead of
60 min improved the sensitivity, reaching values of 0.01 fg/uL. A set of well-defined frozen
stored human urine samples collected from Sub-Saharan immigrant patients was selected
from a biobank to evaluate the diagnostic validity of SmMIT-LAMP. The set included urine
samples from patients with microscopy-confirmed infections with S. mansoni, S. haemato-
bium and other nonschistosome parasites, as well as urine samples from patients with
microscopy-negative eosinophilia without a confirmed diagnosis. The SmMIT-LAMP was
incubated for 60 and 120 min. A longer incubation time was shown to increase the LAMP-
positive results in patient urine samples. We also tested urine samples from mice experi-
mentally infected with S. mansoni, and LAMP-positive results were obtained from the third
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Introduction

In 2002, Daar AS, et al. [1] listed the top ten challenges
that biotechnology faced to improve health in developing
countries. On the top of that list we could find: “Modified
molecular technologies for affordable, simple diagnosis of
infectious diseases”. This idea has been materialized over
the following years into the principle of point-of-care
diagnostics (POCD). Several definitions have been
published since then. A good example of that is the one
given by Schito M, et al. [2], which says: “a diagnostic test
that is performed near the patient or treatment facility,
has a fast turnaround time, and may lead to a change in
patient management”. Moreover, the test should not
require trained laboratory personnel, clinical laboratory
or other infrastructural support. Over ten years ago, this
basic concept was divided into specific criteria that must
be achieved with any POCD. Those criteria were proposed
by the World Health Organization Sexually Transmitted
Diseases Diagnostics Initiative (SDI) in the acronym
ASSURED (Affordable, Sensitive, Specific, User-friendly,
Rapid and robust, Equipment-free, Deliverable) [3]. This
term has been revisited recently by Land K], et al. [4],

Loop Mediated Isothermal Amplification: Towards Point-of-Care Diagnostic

updating it to the newest technological innovations. Thus,
they established the new acronym REASSURED that now
also includes: Real-time connectivity and Ease of
specimen collection and Environmental friendliness.

The challenge that Daar AS, et al. [1] recognized often
face strong limitations, as classic molecular techniques,
such as PCR and its variants, require specialized and
expensive equipment and a high degree of expertise to
perform them. Thus, their arrival and establishment into
low-income developing countries is constantly set back.
At present, there is a nucleic acid amplification method
named loop-mediated isothermal amplification (LAMP)
[5]. Compared to PCR-based techniques, the simplicity of
the LAMP method makes it suitable for field testing in
developing countries [6,7] and an ideal candidate to be
used as a POCD tool. LAMP is a highly specific, sensitive
and efficient DNA amplification method based on strand
displacement reaction and a stem-loop structure under
isothermal condition [5]. It wuses the Bacillus
stearothermophilus DNA polymerase and a set of 4 (or 6)
primers that hybridize to 6 (or 8) different regions of the
target DNA sequence. The LAMP reaction does not require
expensive devices and is completed in a short time. Since
its emergence, LAMP technology has been successfully
used for the detection of a great number of pathogens,
including viruses, bacteria, fungi and parasites [8] and,
over the past 10 years the number of publications
involving the use of LAMP has showed a multiplied
exponentially.
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Progress in loop-mediated

isothermal amplification assay for
detection of Schistosoma mansoni
DNA: towards a ready-to-use test
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B. Febrer-Sendra, A. Gomez-Sanchez, B. Vicente, J. Lopez-Aban & A. Muro

Schistosomiasis is one of the most prevalent Neglected Tropical Disease, affecting approximately

250 million people worldwide. Schistosoma mansoni is the most important species causing human
intestinal schistosomiasis. Despite significant efforts in recent decades, the global disease burden of
schistosomiasis remains extremely high. This could partly be attributed to the absence of accurate
diagnostic tools, primarily in endemic areas. Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) is
increasingly used in molecular diagnostics as a field-friendly alternative to many other complex
molecular methods and it has been proposed as an ideal candidate for revolutionizing point-of-care
molecular diagnostics. In a previous work, a LAMP-based method to detect S. mansoni DNA (SmMIT-
LAMP) was developed by our research group for early diagnosis of active schistosomiasis in an
experimental infection murine model. The SmMMIT-LAMP has been further successfully evaluated in
both human stool and snail samples and, recently, in human urine samples. In this study, we developed
an important improvement for SmMIT-LAMP molecular assay, transforming it into a cold maintenance
dry format suitable for potentially manufacturing as kit for ready-to-use for schistosomiasis diagnosis.
This procedure could be applied to create dry LAMP kits for a laboratory setting and for diagnostic
applications for other neglected tropical diseases.

The World Health Organization (WHO) identifies Neglected Tropical Diseases (NTD) as a diverse group of
communicable chronic, debilitating and often stigmatizing infectious diseases affecting more than one thou-
sand million people in tropical and subtropical regions along 149 countries, especially in populations living in
extreme poverty and inadequate sanitation’. One of these NTD is schistosomiasis, a parasitic disease caused by
trematode worms (blood flukes) of the genus Schistosoma. There are two major forms of human schistosomiasis:
urogenital schistosomiasis, caused by Schistosoma haematobium, and intestinal schistosomiasis, caused by any
of the organisms S. mansoni, S. intercalatum, S. guineensis, S. japonicum, and S. mekongi. It is estimated that 779
million people live within high-risk-of-infection areas and 250 million are infected, more than 80% of them living
in sub-Saharan Africa’. The disease accounts for an estimated 1.9 million disability-adjusted life years (DALYs)
annually’. In recent years, autochthonous outbreaks of urogenital schistosomiasis in the south of Europe have
been reported*. All these figures emphasize the importance and the need for control and elimination of schis-
tosomiasis. Despite significant efforts in recent decades, the global disease burden of schistosomiasis remains
extremely high since a regular treatment with praziquantel, provision of water, sanitation and hygiene, new
complimentary drugs, local recommendations for snail control, surveillance and management of hotspots, and
long-term, well-structured control programmes are still needed in endemic areas. Besides, more accurate diag-
nostic tools for detecting schistosome infections are also required to help in the overall control of schistomiasis.
The traditional Kato-Katz fecal microscopic examination for counting schistosome eggs and
immunology-based analyses detecting schistosome-derived circulating anodic (CAA) and cathodic (CCA) anti-
gens mainly lack sensitivity in low-intensity infections and posttreatment conditions®®. Antibody detection also

Infectious and Tropical Diseases Research Group (e-INTRO), Biomedical Research Institute of Salamanca-Research
Centre for Tropical Diseases at the University of Salamanca (IBSAL-CIETUS), Faculty of Pharmacy, University of
Salamanca, Salamanca, Spain. Correspondence and requests for materials should be addressed to P.F.-S. (email:
pfsoto@usal.es) or A.M. (email: ama@usal.es)
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Chagas’ disease is a neglected tropical disease caused by Trypanosoma cruzi which is endemic throughout Latin America and is spread
by worldwide migration. Diagnosis is currently limited to serological and molecular techniques having variations regarding their
sensitivity and specificity. This work was aimed at developing a new sensitive, applicable, and cost-effective molecular diagnosis
technique for loop-mediated isothermal amplification-based detection of T. cruzi (Tc-LAMP). The results led to determining a
highly homologous satellite repeat region (231 bp) among parasite strains as a molecular marker for diagnosing the disease.
Tc-LAMP was performed correctly for detecting parasite DNA (5 fg for the CL Brener strain and 50 fg for the DM28, TcVI,
and TcI strains). Assay results proved negative for DNA from 16 helminth species and 7 protozoa, including Leishmania spp.
Tc-LAMP based on the highly repeated T. cruzi satellite region is thus proposed as an important alternative for diagnosing T. cruzi
infection, overcoming other methods’ limitations such as their analytic capability, speed, and requiring specialized equipment or
highly trained personnel. Tc-LAMP could be easily adapted for point-of-care testing in areas having limited resources.

1. Introduction

American trypanosomiasis, or Chagas’ disease, is a zoonotic
disease, usually consisting of chronic parasitic infection
caused by the kinetoplastid protozoan Trypanosoma cruzi.
The World Health Organization (WHO) recognizes Chagas’
disease as one of the 20 neglected tropical diseases (NTD) [1]
and one of the 13 most NTD worldwide [2]. Chagas’ disease
was considered a strictly rural disease for many decades;
however, socioeconomic changes, rural exodus, deforesta-

tion, and urbanization have transformed the disease’s epide-
miological profile, making it an increasingly urban
phenomenon and a major public health problem [3]. The
disease can currently be found in 21 Latin American coun-
tries, and it has been estimated that at least 8 million people
are infected worldwide. Migration has increased the disease’s
incidence, and it has been spread to other continents [2, 4].

Chagas’ disease diagnosis depends on the phase in which
a patient is found to be. Parasitemia is high during the acute
phase and the congenital form, as well as in reactivations
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Schistosomiasis is considered a neglected parasitic disease. Around 280,000 people die from it annually, and more than 779 million
people are at risk of getting infected. The schistosome species which infect human beings are Schi. mansoni, Schi a
haematobium, Schistosoma intercalatum, Schistosoma japonicum, Schistosoma guineensis, and Schistosoma mekongi. This disease
is also of veterinary significance; the most important species being Schistosoma bovis since it causes the disease in around 160
million livestock in Africa and Asia. This work was aimed at designing and developing a genus-specific loop-mediated
isothermal amplification (LAMP) method for detecting the most important schistosome species affecting humans and for the
species-specific detection of S. bovis. Bioinformatics tools were used for primer design, and the LAMP method was standardised
for detecting the ITS-1 region from S. intercalatum, S. haematobium, S. mansoni, S. japonicum, and S. bovis DNA (generic test)
and the NADH 1 gene for specifically detecting S. bovis (at different DNA concentrations). Detection limits achieved were 1 pg
DNA for S. mansoni, 0.1pg for S. haematobium, 1pg for S. intercalatum, and 10pg for S. bovis. No amplification for S.
japonicum DNA was obtained. The LAMP designed for the amplification of S. bovis NADH-1 worked specifically for this
species, and no other DNA from other schistosome species included in the study was amplified. Two highly sensitive LAMP
methods for detecting different Schistosoma species important for human and veterinary health were standardised. These
methods could be very useful for the diagnosis and surveillance of schistosome infections.

1. Introduction more than 779 million are at risk of contracting it [2]. The

infection is endemic in 78 countries, mainly in tropical and
Schistosomiasis is a parasitic disease caused by several species ~ subtropical areas, although it predominates in Sub-Saharan
of trematode worms of the genus Schistosoma. Itis one of the ~ Africa where more than 80% of the cases occur, leading to
20 tropical diseases on the World Health Organization’s  around 280,000 deaths annually. The Global Burden of Dis-
(WHO) list of Neglected Tropical Diseases (NTDs) [1]. The  ease study attributed 1.43 million disability-adjusted life
disease affects at least 240 million people worldwide and  years (DALYs) to it in 2017 [2-5].
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Abstract

Background: Trichuris trichiura (human whipworm) infects an estimated 477 million individuals worldwide. In addi-
tion to T. trichiura, other Trichuris species can cause an uncommon zoonosis and a number of human cases have been
reported. The diagnosis of trichuriasis has relied traditionally on microscopy. Recently, there is an effort to use molecu-
lar diagnostic methods, mainly gPCR. LAMP technology could be an alternative for gPCR especially in low-income
endemic areas. Trichuris muris, the causative agent of trichuriasis in mice, is of great importance as a model for human
trichuriasis. Here, we evaluate the diagnostic utility of a new LAMP assay in an active experimental mouse trichuriasis
in parallel with parasitological method by using stool and, for the first time, urine samples.

Methods: Stool and urine samples were collected from mice infected with eggs of T. muris. The dynamics of infection
was determined by counting the number of eggs per gram of faeces. A LAMP based on the 78S rRNA gene from T.
muris was designed. Sensitivity and specificity of LAMP was tested and compared with PCR. Stool and urine samples
were analysed by both LAMP and PCR techniques.

Results: Trichuris muris eggs were detected for the first time in faeces 35 days post-infection. LAMP resulted specific
and no cross-reactions were found when using 18 DNA samples from different parasites. The detection limit of the
LAMP assay was 2 pg of T. muris DNA. When testing stool samples by LAMP we obtained positive results on day 35 p.i.
and urine samples showed amplification results on day 20 p.i, i.e. 15 days before the onset of T. muris eggs in faeces.

Conclusions: To the best of our knowledge, we report, for the first time, a novel LAMP assay (Whip-LAMP) for sensi-
tive detection of T. muris DNA in both stool and urine samples in a well-established mice experimental infection
model. Considering the advantages of urine in molecular diagnosis in comparison to stool samples, should make

us consider the possibility of starting the use urine specimens in molecular diagnosis and for field-based studies of
human trichuriasis where possible. Further studies with clinical samples are still needed.

Keywords: Trichuris trichiura, LAMP, Trichuris muris, Human trichuriasis, Urine
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Abstract: Human schistosomiasis is one of the most important parasitic diseases, causing around
250 million cases (mostly in Africa) and 280,000-500,000 deaths every year. Due to the limited
resources and the far-removed nature of many endemic areas, the implementation of new, sensitive
and specific diagnostic tools has had little success. This is particularly true for PCR-based molecular
methods that require expensive equipment and trained personnel to be executed. Loop-mediated
isothermal amplification (LAMP) along with other isothermal techniques appeared in the early 21st
century as an alternative to those methods, overcoming some of the aforementioned limitations
and achieving a more inexpensive diagnostic. However, to this date, neither LAMP nor any other
isothermal technique have signified a meaningful change in the way schistosomiasis diagnosis is
routinely performed. Here, we present the recent developments in LAMP-based schistosomiasis
diagnosis. We expose the main advantages and disadvantages of LAMP technology over PCR
and other classical diagnostic methods focusing in various research approaches on intermediate
hosts, animal models and patients. We also examine its potential clinical application in post-therapy
monitoring, as well as its usefulness as a point-of-care test.

Keywords: schistosomiasis; LAMP; diagnosis; point-of-care; neglected tropical diseases; molecu-

lar diagnostics

1. Introduction

Human schistosomiasis is the most important helminthic Neglected Tropical Disease
(NTD), causing significant morbidity and mortality [1]. It is a chronic waterborne parasitic
disease caused by several flatworm (blood flukes) trematodes of the genus Schistosoma. It is
transmitted in 78 countries with over 250 million estimated cases (mostly in Africa), around
280,000-500,000 deaths every year, and a DALYs index of 3.3 million per year [2]. The
three most widespread and clinically impactful Schistosoma species affecting humans are
Schistosoma haematobium (Africa and the Middle East), S. mansoni (Africa, South America,
the Middle East and the Caribbean), and S. japonicum (Indonesia, China, Southeast Asia
and the Philippines). Moreover, there are four additional Schistosoma species able to infect
humans, which present a lower prevalence: S. mekongi, S. guineensis, S. intercalatum and
S. malayensis [3]. Additionally, the hybridization between Schistosoma species is an increas-
ing concern [4]. Schistosomiasis is acquired by contact with freshwater contaminated
with cercariae penetrating the skin that are disseminated by specific intermediate-host
snails [1,3]. Transmission typically occurs in tropical and subtropical regions (80-90%
of cases in sub-Saharan Africa). Nevertheless, recent outbreaks caused by schistosome
hybrids in the south of Europe have proved the reemergence potential of the disease in
temperate regions [5,6]. Clinically, three stages are typically distinguished: cercarial der-
matitis, acute and chronic schistosomiasis. Cercarial dermatitis is due to skin penetration
of cercariae, which cause a maculopapular pruritic reaction that lasts for 2448 h. This is

J. Clin. Med. 2021, 10, 511. https:/ /doi.org/10.3390/jcm10030511
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Abstract: Background: Systematic screening for antibodies against SARS-CoV-2 is a crucial tool for
surveillance of the COVID-19 pandemic. The University of Salamanca (USAL) in Spain designed
a project called “DIANCUSAL” (Diagnosis of New Coronavirus, COVID-19, in University of Sala-
manca) to measure antibodies against SARS-CoV-2 among its ~34,000 students and academic staff,
as the influence of the university community in the spread of the SARS-CoV-2 pandemic in the city
of Salamanca and neighboring towns hosting USAL campuses could be substantial. Objective: The
aim of this study was to estimate the prevalence of SARS-CoV-2 antibodies among USAL students,
professors and staff and to evaluate the demographic, academic, clinical and lifestyle and behavioral
factors related to seropositivity. Methodology: The DIANCUSAL study is an ongoing university
population-based cross-sectional study, with the work described herein conducted from July-October
2020. All USAL students, professors and staff were invited to complete an anonymized questionnaire.
Seroprevalence of anti-SARS-CoV-2 antibodies was detected and quantified by using chemilumines-
cent assays for IgG and IgM. Principal findings: A total of 8197 (24.71%) participants were included.
The mean age was 31.4 (14.5 SD) years, and 66.0% of the participants were female. The seroprevalence
was 8.25% overall and was highest for students from the education campus (12.5%) and professors
from the biomedical campus (12.6%), with significant differences among faculties (p = 0.006). Based
on the questionnaire, loss of smell and fever were the symptoms most strongly associated with
seropositivity, and 22.6% of seropositive participants were asymptomatic. Social distancing was the
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Abstract: Detection of SARS-CoV-2 is routinely performed in naso/oropharyngeal swabs samples
from patients via RT-qPCR. The RT-LAMP technology has also been used for viral RNA detection
in respiratory specimens with both high sensitivity and specificity. Recently, we developed a novel
RT-LAMP test for SARS-CoV-2 RNA detection in nasopharyngeal swab specimens (named, N15-RT-
LAMP) that can be performed as a single-tube colorimetric method, in a real-time platform, and as
dry-LAMP. To date, there has been very little success in detecting SARS-CoV-2 RNA in urine by RT-
qPCR, and the information regarding urine viral excretion is still scarce and not comprehensive. Here,
we tested our N15-RT-LAMP on the urine of 300 patients admitted to the Hospital of Salamanca,
Spain with clinical suspicion of COVID-19, who had a nasopharyngeal swab RT-qPCR-positive
(n =100), negative (n = 100), and positive with disease recovery (n = 100) result. The positive group
was also tested by RT-qPCR for comparison to N15-RT-LAMP. Only a 4% positivity rate was found in
the positive group via colorimetric N15-RT-LAMP and 2% via RT-qPCR. Our results are consistent
with those obtained in other studies that the presence of SARS-CoV-2 RNA in urine is a very rare
finding. The absence of SARS-CoV-2 RNA in urine in the recovered patients might suggest that the
urinary route is very rarely used for viral particle clearance.

Keywords: SARS-CoV-2; urine; COVID-19; RT-LAMP; RT-qPCR; molecular diagnostics

1. Introduction

The infection caused by SARS-CoV-2 (COVID-19) affects mainly the respiratory sys-
tem, and the typical symptoms at onset are fever, dry cough, fatigue, and dyspnea. Most
patients present a good prognosis, while a few develop severe complications such as acute
respiratory distress syndrome (ARDS) which can lead to death [1,2]. SARS-CoV-2 infects
human cells using the angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) receptor [3-5]. Due to the
expression across a wide variety of human tissues of ACE2, COVID-19 infection can lead to
renal, hematological, skin, neurological, cardiovascular, gastrointestinal, liver, endocrine,
and ophthalmological involvement, with different degrees of severity in patients [6,7].
The potential systemic dissemination of SARS-CoV-2 suggests that detection of viral parti-
cles or viral RNA might be possible in several biologic fluids depending on the patients’
disease presentation.

Nucleic acid amplification tests (NAATs) are considered the most appropriate methods
for screening suspected SARS-CoV-2 cases, with the reverse transcription-polymerase chain
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Abstract: Loiasis, caused by the filarial nematode Loa loa, is endemic in Central and West Africa.
Loa loa has been associated with severe adverse reactions in high Loa-infected individuals receiving
ivermectin during mass drug administration programs for the control of onchocerciasis and lymphatic
filariasis. Diagnosis of loiasis still depends on microscopy in blood samples, but this is not effective
for large-scale surveys. New diagnostics methods for loiasis are urgently needed. Previously,
we developed a colorimetric high-sensitive and species-specific LAMP for Loa loa DNA detection.
Here, we evaluate it in a set of 100 field-collected clinical samples stored as dried blood spots. In
addition, Loa loa-LAMP was also evaluated in real-time testing and compared with microscopy and
a specific PCR/nested PCR. A simple saponin/Chelex-based method was used to extract DNA.
Colorimetric and real-time LAMP assays detected more samples with microscopy-confirmed Loa loa
and Loa loa/Mansonella perstans mixed infections than PCR/nested-PCR. Samples with the highest
Loa loa microfilariae counts were amplified faster in real-time LAMP assays. Our Loa loa-LAMP could
be a promising molecular tool for the easy, rapid and accurate screening of patients for loiasis in
endemic areas with low-resource settings. The real-time testing (feasible in a handheld device) could
be very useful to rule out high-microfilariae loads in infected patients.

Keywords: Loa loa; loiasis; colorimetric LAMP; real-time LAMP; PCR; nested-PCR; dried blood spots;
saponin/Chelex; microscopy; molecular diagnosis

1. Introduction

Loa loa is a parasitic nematode that causes loiasis (commonly known as African eye
worm). The parasite is transmitted to humans by Tabanid flies of the genus Chrysops and
affects between 3 and 13 million people in the west and central regions of Africa [1]. Human
loiasis is known to be endemic in eleven countries, including Angola, Chad, the Demo-
cratic Republic of the Congo, Cameroon, the Central African Republic, Equatorial Guinea,
Ethiopia, Gabon, Nigeria, Republic of Congo and Sudan [2]. The main specific clinical
manifestations include subcutaneous edema (Calabar swelling) and pruritus. Additionally,
the ocular passage of the adult worm under the conjunctiva may be noticed. However,
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Abstract: Nucleic acid amplification diagnostics offer outstanding features of sensitivity and speci-
ficity. However, they still lack speed and robustness, require extensive infrastructure, and are neither
affordable nor user-friendly. Thus, they have not been extensively applied in point-of-care diagnostics,
particularly in low-resource settings. In this work, we have combined the loop-mediated isother-
mal amplification (LAMP) technology with a handheld portable device (SMART-LAMP) developed
to perform real-time isothermal nucleic acid amplification reactions, based on simple colorimetric
measurements, all of which are Bluetooth-controlled by a dedicated smartphone app. We have
validated its diagnostic utility regarding different infectious diseases, including Schistosomiasis,
Strongyloidiasis, and COVID-19, and analyzed clinical samples from suspected COVID-19 patients.
Finally, we have proved that the combination of long-term stabilized LAMP master mixes, stored and
transported at room temperature with our developed SMART-LAMP device, provides an improve-
ment towards true point-of-care diagnosis of infectious diseases in settings with limited infrastructure.
Our proposal could be easily adapted to the diagnosis of other infectious diseases.

Keywords: loop-mediated isothermal amplification; point-of-care diagnostics; infectious diseases
SARS-CoV-2; mHealth; Neglected Tropical Diseases

1. Introduction

The lack of affordable and simple molecular diagnostic tools for infectious diseases
represents a long standing bottleneck in the health improvement of developing countries [1].
This problem has been tackled through the development of point-of-care tests (POCTs),
defined as the rapid detection of analytes near the patient to enable better diagnosis,
monitoring, and management of diseases [2]. Nowadays, some forms of POCTs have been
reported for many Neglected Tropical Diseases (NTDs), including schistosomiasis (rapid
tests for cathodic and anodic circulating antigens), as well as strongyloidiasis and other soil-
transmitted helminthiasis (microscopy tool Kankanet) [3]. Furthermore, since the advent
of the COVID-19 pandemic, the importance of these POCTs has also been highlighted
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Abstract: Crimean-Congo haemorrhagic fever (CCHF) is a potentially lethal tick-borne viral disease
with a wide distribution. In Spain, 12 human cases of CCHF have been confirmed, with four deaths.
The diagnosis of CCHF is hampered by the nonspecific symptoms, the high genetic diversity of
CCHEFV, and the biosafety requirements to manage the virus. RT-qPCR and serological tests are
used for diagnosis with limitations. Reverse-transcription loop-mediated isothermal amplification
(RT-LAMP) could be an effective alternative in the diagnosis of the disease. However, none of
the few RT-LAMP assays developed to date has detected different CCHFV genotypes. Here, we
designed a RT-LAMP using a degenerate primer set to compensate for the variability of the CCHFV
target sequence. RT-LAMP was performed in colorimetric and real-time tests on RT-qPCR-confirmed
CCHF patient samples notified in Spain in 2020 and 2021. Urine from an inpatient was analysed
by RT-LAMP for the first time and compared with RT-qPCR. The amplicons obtained by RT-qPCR
were sequenced and African IIl and European V genotypes were identified. RT-LAMP amplified
both genotypes and was more sensitive than RT-qPCR in urine samples. We have developed a novel,
rapid, specific, and sensitive RT-LAMP test that allows the detection of different CCHFV genotypes
in clinical samples. This pan-CCHFV RT-LAMP detected viral RNA for the first time in urine samples.
It can be easily performed as a single-tube isothermal colorimetric method on a portable platform in
real time and without the need for expensive equipment, thus bringing molecular diagnostics closer
to rural or resource-poor areas, where CCHF usually occurs.

Keywords: Crimean-Congo haemorrhagic fever virus; CCHFV; RT-LAMP; genotypes; Spain

1. Introduction

Crimean-Congo haemorrhagic fever (CCHF) is a tick-borne viral haemorrhagic disease
caused by Crimean-Congo haemorrhagic fever virus (CCHFV) belonging to the genus
Orthonairovirus, family Nairoviridae [1]. The virus is widely distributed and maintained
in a natural zoonotic cycle among ticks and a wide range of birds, and wild and domestic
animals. Humans become infected by bites of CCHFV-infected Ixodid ticks, mainly species
of the genus Hyalomma, and/ or by direct contact with blood, body fluids, or tissues of both
viraemic patients or animals [2,3]. Nosocomial outbreaks, including via aerosol generation,
have also been reported [4,5]. In humans, the clinical course of the CCHF varies from
asymptomatic to severe haemorrhagic and fatal cases, with a very high mortality rate
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Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene

When comparing the results according to the educational level
(elementary, secondary and higher education, the average percentages
of correct answers about ways of transmission were 2.2, 3.2 and 4.1
respectively (p<0.001), and about heart involvement were 0.7, 1.1 and
1.7 (p=0,001).

Conclusions: Knowledge about CD among Latin-American migrants was
poor, especially regarding vertical transmission of CD, which is the most
relevant mechanism of transmission in Europe.
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STABILIZATION OF SmMIT-LAMP REAGENTS FOR APPLICATION
IN POINT-OF-CARE DIAGNOSTIC OF SCHISTOSOMIASIS

Garcia-Bernalt Diego J., Ferndndez-Soto P., Alonso-Castrillejo
S., Crego-Vicente B., Febrer B., Gomez A., Vicente B., Lopez-
Aban J., Muro A.

Infectious and Tropical Diseases Research Group (e-INTRO),
Biomedical Research Institute of Salamanca-Research Centre for
Tropical Diseases (IBSAL-CIETUS), Faculty of Pharmacy, University
of Salamanca, Salamanca, Spain

Introduction: Human schistosomiasis is one of the most important NTDs.
A LAMP method for the detection of S. mansoni DNA (SmMIT-LAMP)
was established by our group to perform early diagnosis of schistoso-
miasis in a murine model. Recently, the SmMMIT-LAMP was successfully
tested in human stool samples, snails and in human urine samples.
LAMP technology has been proposed as the ideal tool for a molecular
POC diagnosis. However, one of the drawbacks is to maintain the cold
chain to preserve reagents for application in low-resources endemic
areas.

Aim: The goal is to develop a LAMP kit in a ready-to-use format with
dried reagents useful for easy application in resources limited settings of
schistosomiasis.

Methods: Both concentration and desiccation procedures, based on
the use of trehalose, were studied to stabilize SmMIT-LAMP reaction
mixes over. These procedures were applied to reaction mixes used
in real-time LAMP assays (using a portable device) or in end-point
conventional colorimetric detection (using a thermoblock) adding
different dyes pre- (malachite green/calcein) or post-amplification (SYBR
Green I). Reaction volumes ranging 5-25 pL were also tested. Desiccated
mixes were stored up to 3 months both at RT and 4°C to evaluate.
DNA from S. mansoni was also included from the beginning of the
desiccation procedure as positive control. The rehydration of the mixtures
and subsequent LAMP reactions were performed at different times
post-desiccation.

Results: The SmMMIT-LAMP reactions gave positive results with desiccated
mixes after 1 month stored at RT and 3 months stored at 4°C. A notable
delay in amplification time (30 to 60 min) was observed in stabilized mixes
in comparison to fresh liquid ones, although not significant reduction in
final amplification levels took place. We find out differences in color turns
between fresh and desiccated LAMP mixes for the same pre-amplification
dyes concentration. We also obtained functional LAMP reactions with
reaction mix volumes down to 15 pL.

Conclusion: We established a simple 30 min one-step desiccation pro-
cedure to stabilize SmMMIT-LAMP reaction mixes for potential ready-to-
use application. This procedure is adaptable to different LAMP assays to
a POCT set-up for many NTDs.

Funding:

This study was supported by the Institute of Health Carlos I1I, ISCIII, Spain
(www.isciii.es) grants: RICET RD16/0027/0018, DTS16/00207, P116/01784
European Union co-financing by FEDER (Fondo Europeo de Desarrollo
Regional) “Una manera de hacer Europa”.
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AN UNUSUAL CASE OF RELAPSING VISCERAL AND CUTANEOUS
LEISHMANIASIS IN AN IMMUNOCOMPROMISED PATIENT

Jawad S., Dhariwal A.
Clinical Infection Unit, St George’s Hospital, London, UK

Introduction: We present the case of a 43-year-old man with refractory
visceral leishmaniasis.

Background: This gentleman of Portugese origin had a background of
treated hepatitis C infection and of HIV-1 infection diagnosed over 20
years ago, with intermittent anti-retroviral therapy adherence leading to
development of resistance mutations. He initially presented in 2012 in
Portugal with visceral leishmaniasis diagnosed on bone marrow morphol-
ogy. He required three consecutive courses of treatment with ambisome
due to persistently abnormal bone marrow morphology on repeat sam-
pling. He represented in March 2018 with symptoms of fever and weight
loss and was given a further course of ambisome treatment.

His latest presentation was in August 2018 with suspicious skin lesions
and incidental mild pancytopenia. His CD4 was <100 at the time due
to continued non-adherence to HIV therapy. Amastigotes were seen
in the skin biopsy, and in a subsequent bone marrow biopsy. Bone
marrow PCR was positive for Leishmania donovanii. He was treated
with a full course of ambisome as well as concurrent miltefosine,
followed by 3 weekly prophylactic pentamidine due to multiple relapses.
He also re-engaged with HIV services with satisfactory viral load
suppression.

Discussion: Literature suggests that unusual manifestations of visceral
leishmaniasis are more common in HIV co-infected patients, as is the
incidence of relapses or refractory leishmaniasis. Predictive factors are
poorly known, although low CD4 count and absence of secondary pro-
phylaxis against visceral leishmaniasis contribute to a higher relapse
rate. Diagnostics are more difficult as serology sensitivity is much lower;
indeed, diagnosis was made first on bone marrow biopsy and finally on
skin biopsy in the above case.

This presents a reminder in clinical practice that HIV and visceral leish-
maniasis coinfection is on the increase, with 5-7% of cases occurring in
southern European countries and can present with atypical symptoms.
The relapse rate is higher in HIV co-infected individuals, and this is
compounded by low CD4 count and lack of secondary prophylaxis post
treatment. Finally, cutaneous leishmaniasis in an immunosuppressed
patient should always prompt investigation for visceral leishmaniasis
even in the absence of typical clinical symptoms. Serology often has low
sensitivity in these patients.
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VALIDATION OF A PORTABLE THREE-DIMENSIONAL IMAGING
SYSTEM FOR MEASURING LOWER LIMB VOLUME OF PODOCO-
NIOSIS PATIENTS; A PILOT STUDY

Temesgen A.12* Chatwin C.3, Fekadu A.**, Dixon B.%, Deribe K.},
Callow C., Davey G.!

ICentre for Global Health Research, Brighton and Sussex Medical
School, Brighton, UK;

’Dept. of Medical Laboratory Sciences, Wollega University,
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3School of Engineering and Design, University of Sussex, Brighton,
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AIL3. Publicaciones docentes

En este apartado se recogen las publicaciones docentes en las que se ha
colaborado durante el tiempo de formacion predoctoral en la Universidad de
Salamanca. A continuacion, se detalla una lista de las publicaciones y se adjunta la

primera pdgina de cada una de ellas.

1. Febrer-Sendra B, Crego-Vicente B, Garcia-Bernalt Diego J, Fernandez-Soto P.
Tecnologia LAMP: teoria, prictica y aplicacion diagndstica. Educafarma 7.0
Curso 2018/2019. White papers sobre innovacién aplicada y divulgacién
cientifica en el drea de las ciencias biosanitarias. 2020. ISBN: 978-84-09-17931-
2.

2. Crego-Vicente B, Garcia-Bernalt Diego ], Febrer-Sendra B, Ferndndez-Soto P.
Seleccion de secuencias nucleotidicas y proteicas utiles para el diagndstico y
vacunas de enfermedades parasitarias. Educafarma 8.0. Curso 2019/2020. White
papers sobre innovacién aplicada y divulgacidn cientifica en el drea de las
ciencias biosanitarias. 2021. ISBN: 978-84-09-28512-9.

3. Febrer-Sendra B, Crego-Vicente B, Garcia-Bernalt Diego J, Fernindez-Soto P.
Tecnologia LAMP: diagndstico molecular a pie de paciente. Educafarma 9.0
Curso 2020/2021. White papers sobre innovacién aplicada y divulgacién
cientifica en el drea de las ciencias biosanitarias. 2021. ISBN: 978-84-09-32855-
0.

4. Crego-Vicente B, Febrer-Sendra B, Garcia-Bernalt Diego J, Manzano-Romin
R, Ferndndez-Soto P. Diagndstico molecular en enfermedades parasitarias.
Educafarma 10.0 Curso 2021/2022. White papers sobre innovacion aplicada y
divulgacion cientifica en el drea de las ciencias biosanitarias. 2022. ISBN: 978-
84-09-44271-3.

5. Manzano-Romdn R, Garcia-Bernalt Diego J, Febrer-Sendra B, Crego-Vicente
B, Ferndndez-Soto P. Nano-biotecnologia y enfermedades parasitarias.
Educafarma 10.0. Curso 2021/2022. White papers sobre innovacion aplicada y
divulgacién cientifica en el drea de las ciencias biosanitarias. 2022. ISBN: 978-
84-09-44271-3.
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TECNOLOGIA LAMP: TEORIA, PRACTICA Y APLICACION
DIAGNOSTICA

Begona Febrer Sendra, Beatriz Crego Vicente, Juan Garcia-Bernalt Diego, Pedro
Fernandez-Soto

Laboratorio de Inmunologia Parasitaria y Molecular. Grupo e-INTRO. IBSAL-CIETUS.
Area de Parasitologia. Facultad de Farmacia. Avda. Licenciado Méndez Nieto s/n.
37007. Salamanca.

PALABRAS CLAVE: NTD, Neglected Tropical Diseases, LAMP, Loop-mediated
isothermal amplification, secuencias, primers

1.- INTRODUCCION

La lucha contra las enfermedades tropicales desatendidas (NTD, del
inglés Neglected Tropical Diseases), se ve muy afectada, entre otros factores,
por las limitaciones que presentan los métodos diagnoésticos clasicos.
Generalmente, la microscopia carece de la sensibilidad necesaria y la serologia,
de la especificidad. Las técnicas moleculares clasicas (PCR y sus variantes)
aunque poseen caracteristicas de especificidad y sensibilidad, solo tienen una
aplicacion realista en laboratorios o clinicas donde se dispone tanto de un
equipamiento especializado, como de personal entrenado. Esto sigue
dificultando enormemente su utilizacién en zonas de escasos recursos, donde la
incidencia de estas enfermedades es mucho mas relevante.

Para solventar este problema, han surgido recientemente un grupo de
técnicas isotérmicas de amplificacion de acidos nucleicos. Todas ellas siguen los
principios basicos de la PCR, aunque no necesitan de un paso previo de
desnaturalizacion de la doble hebra de ADN, ya que utilizan enzimas con
actividad de desplazamiento de cadena que permiten realizar la reacciéon a
temperatura constante sin depender de un termociclador, utilizando un simple
termobloque o incluso un bafo de agua.

Estas técnicas se dividen en tres grupos, en funcién de la cinética de
reaccién: lineales, exponenciales y en cascada (que combinan dos o mas
técnicas para la amplificacion del ADN). Para el diagndéstico se utilizan las
exponenciales, que nos permiten obtener una cantidad apreciable de ADN diana
a partir de las infimas cantidades iniciales que suelen estar presentes en
muestras de fluidos o tejidos de los pacientes. Entre ellas destacan: NASBA,
SDA, RCA, LAMP, HDA, RPA y EXPAR (Zhao et al., 2015). Hasta la fecha, la
mas utilizada en el diagnéstico de NTD es la tecnologia LAMP (del inglés, Loop-
mediated isothermal amplification) (Notomi et al., 2000).
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isothermal amplification, secuencias, primers

1.- INTRODUCCION. DIAGNOSTICO MOLECULAR MEDIANTE
TECNOLOGIA LAMP. IMPORTANCIA Y APLICACION

La lucha contra las enfermedades tropicales olvidadas (NTDs) es uno de
los principales retos de la OMS. Se trata principalmente de enfermedades
infecciosas que proliferan en lugares de escasos recursos, donde es necesario
un buen diagnostico y tratamiento. Los métodos de diagnostico habituales se
centran en técnicas de microscopia y serologia con problemas de sensibilidad y
especificidad. El surgimiento de técnicas moleculares, como la PCR, son una
alternativa mas fiable, sin embargo, requieren de equipamiento especial y
personal cualificado lo que supone un problema para su aplicaciéon en zona
endémica. Una alternativa es el uso de técnicas isotérmicas de amplificacion de
acidos nucleicos como la tecnologia LAMP (del inglés, Loop-mediated isothermal
amplification).

Para la aplicacién de esta técnica LAMP (Figura 1) basta con un
termobloque o bafio de agua capaz de mantener una temperatura constante. Su
funcionamiento se basa en el uso de 4 o 6 primers capaces de reconocer
respectivamente 6 u 8 secuencias especificas dentro de la region de
amplificacion. Ademas, se utiliza una Bst polimerasa de Bacillus
stearothermophylus con actividad de desplazamiento de cadena. La cantidad de
ADN generada es mayor a la de otras técnicas moleculares y da lugar a
fragmentos de distintos tamafios de ADN. Asi, la obtencion de resultados se
puede llevar a cabo mediante diferentes métodos de deteccion: electroforesis
en gel de agarosa donde se visualiza un patrén en escalera caracteristico de
los productos de reaccion; turbidez causada por el precipitado de un
subproducto de la reaccién (pirofosfato de magnesio); colorantes que permiten
la observacién directa de un cambio colorimétrico en funcion del resultado, donde
podemos distinguir entre colorantes intercalantes en el ADN como el SYBR™
Green y EvaGreen®, e indicadores de metal como calceina y verde de malaquita;
florescencia a tiempo real capaz de cuantificar a medida que avanza la
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INTRODUCCION

Desde el revolucionario desarrollo de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) en la década de 1980, las pruebas de amplificacion de acidos nucleicos
(NAAT) se han convertido en una herramienta imprescindible tanto en el
laboratorio como en la rutina clinica. Sin embargo, las limitaciones de la PCR,
entre las que destacan la necesidad de equipos sofisticados y complejos, asi
como de un laboratorio equipado y personal capacitado, provocaron una
busqueda de alternativas mas simples y asequibles, resultando en el desarrollo
de varias NAAT isotérmicas. Estas técnicas, a diferencia de la PCR, no necesitan
de un paso previo de desnaturalizacion de la doble hebra de ADN, ya que utilizan
enzimas con actividad de desplazamiento de cadena que permiten realizar la
reaccion a temperatura constante sin depender de un termociclador, utilizando
un simple termobloque. Hasta la fecha, la mas utilizada en el diagndéstico de NTD
(del inglés, Neglected Tropical Diseases) es la tecnologia LAMP (del inglés,
Loop-mediated isothermal amplification) (Notomi et al., 2000).

Esta tecnologia, se basa en el uso de 4 o0 6 primers capaces de reconocer 6 u 8
secuencias especificas dentro de la region de amplificacion. Ademas, la
obtencion de los resultados se puede llevar a cabo mediante deferentes métodos
de deteccion: electroforesis en gel de agarosa; turbidez causada por el
precipitado de un subproducto de la reaccion (pirofosfato de magnesio);
colorantes que permiten la observacién directa de un cambio colorimétrico en
funcion del resultado, donde podemos distinguir entre colorantes intercalantes
del ADN (como el SYBR Green y EvaGreen) e indicadores de metal (como
calceina y verde malaquita); fluorescencia a tiempo real, capaz de cuantificar
la sefial de florescencia generada en la reaccion de amplificacion de ADN,
gracias al uso de termocicladores convencionales a tiempo real o dede
dispositivos portatiles, como por ejemplo el Genie® Il (Optigen, UK); ensayos
de flujo lateral, que combinan la técnica LAMP con el uso de tiras
inmunocromatograficas (Wong et al. 2018).
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1. TECNICAS DE AMPLIFICACION ISOTERMICA DE ACIDOS NUCLEICOS Y
LAMP

Desde el revolucionario desarrollo de la reacciéon en cadena de la polimerasa
(PCR) en la década de 1980, las pruebas de amplificacion de acidos nucleicos
(NAAT) se han convertido en una herramienta imprescindible tanto en el
laboratorio como en la rutina clinica. Sin embargo, las limitaciones de la PCR,
entre las que destacan la necesidad de equipos sofisticados y complejos, asi
como de un laboratorio equipado y personal capacitado, provocaron una
busqueda de alternativas mas simples y asequibles, resultando en el desarrollo
de varias NAAT isotérmicas. Estas técnicas, a diferencia de la PCR, no necesitan
de un paso previo de desnaturalizacion de la doble hebra de ADN, ya que utilizan
distintas enzimas que permiten realizar la reaccion a temperatura constante sin
depender de un termociclador, utilizando un simple termobloque o bafio de agua.
Hay numerosos ejemplos de estas técnicas, y nuevos desarrollos amplian
regularmente esta lista. Un resumen de las principales técnicas de amplificacion
isotérmica se puede encontrar en la Tabla 1.
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INTRODUCCION

Desde el revolucionario desarrollo de la reaccion en cadena de la polimerasa La
nano-biotecnologia es un campo de investigacion muy reciente que trabaja con
una fuerte orientacion interdisciplinaria. Combina leyes fisicas, procesos
quimicos y principios biolégicos en la nano-escala. Se esta convirtiendo en una
de las tecnologias fundamentales del siglo XXI. La nano-biotecnologia puede
definirse como un campo que aplica principios y técnicas de nano-escala para
comprender y disefar biosistemas con materiales y dispositivos de nano-escala,
lo que incluye la incorporacion de sistemas bioldgicos y no bioldgicos y la
integracion de nuevos nano-materiales para mejorar la salud y la calidad de vida.

El término “nano-tecnologia” se utilizé por primera vez en el afio 1974 para
describir herramientas cientificas utilizadas para la manipulacion de los
materiales en su nano-escala. El término “nano-escala” suele utilizarse para
describir materiales que tienen una o mas de sus tres dimensiones que miden
entre 1 y 100 nm; incluyendo algunas moléculas biolégicas que existen
naturalmente como es el caso del ADN o las proteinas que miden entre 2,5y 5
nm. La biotecnologia utiliza biomoléculas y organismos para desarrollar terapias
farmacéuticas, tratamientos e investigaciones médicas e innovaciones agricolas.
Las moléculas utilizadas pueden incluir anticuerpos, acidos nucleicos como el
ADN vy el ARN, proteinas y hormonas, virus, células humanas y bacterias, y
células vegetales. Mientras que las biomoléculas suelen tener un tamafo de
entre 3y 15 nm, las células humanas y las células vegetales pueden medir hasta
25 micras y 100 micras, respectivamente.

Por otra parte, la expresion “nano-biotecnologia” se aplica para describir el uso
de la nanotecnologia en las ciencias bioldgicas. La cual utiliza las propiedades
desarrolladas por un material/sistema a un tamafio nano-métrico que a menudo
difiere en términos fisicos, quimicos o biolégicos del mismo material/sistema a
un tamafio mayor. Y existen “nano-biomateriales” desarrollados recientemente
(normalmente de entre 5-20 nm) disefiados para tener similitud estructural con
diferentes receptores corporales, ligandos, ADN y proteinas para facilitar su
interaccion con las membranas celulares y tejidos en diferentes condiciones y
permitir cruzar las barreas bioldgicas y su internalizacion. La nano-biotecnologia
utiliza por tanto materiales naturales (nanoparticulas similares a los virus, acidos
nucleicos, etc) como artificiales e inorganicos, principalmente nano-particulas
(NPs), que suelen tener un tamafo inferior a 100 nm.
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