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Resumen

RESUMEN

La aparicién de las técnicas de amplificacién de dcidos nucleicos hace unas
décadas permitié perfeccionar la deteccion de agentes infecciosos y supuso una
revolucidn en el diagndstico microbioldgico. Con la introduccion de la PCR vy sus
distintas variantes surgid definitivamente el concepto de diagndstico molecular, que
ha permitido la deteccidn rdpida y sensible de microorganismos mediante la
amplificacion especifica de determinadas regiones de su genoma. Actualmente, su uso
ha pasado a ser rutinario para el diagndstico de las enfermedades mds habituales en
los laboratorios de referencia, pero no asi para un gran nuamero de enfermedades
importadas y, mucho menos, para aquellas enfermedades tropicales que ocurren en
zonas endémicas de escasos recursos. La eleccion de la técnica diagndstica dependerd
de las caracteristicas del laboratorio y el objetivo que persigamos en el diagndstico.
De este modo, un caso importado serd generalmente estudiado en un laboratorio de
referencia bien equipado y con personal especializado. Sin embargo, la deteccion de
un caso en zona endémica, generalmente en zonas inaccesibles durante estudios de
campo, requerird de una prueba tradicional microscépica o una técnica rdpida. En
cualquier caso, a una técnica diagndstica se le debe de exigir la mdxima especificidad
y sensibilidad, reproducibilidad, facilidad de ejecucion y un bajo coste. Las técnicas
de amplificacion isotérmica de dcidos nucleicos son las que mds se acercan a cumplir
estos requisitos. Entre ellas, la tecnologia de amplificacién mediada por bucle (LAMP,
del inglés Loop-mediated isothermal amplification) es actualmente la mds utilizada y
sobre la que mds se ha trabajado para conseguir acercar el diagndstico molecular
realizado en un laboratorio de referencia a estudios de campo y diagndstico point-of-
care. De esta manera, la tecnologia LAMP podria utilizarse en diferentes contextos

epidemioldgicos.

Teniendo en cuenta lo anterior, nos planteamos como objetivo general de
este trabajo la evaluacion de la tecnologia LAMP como método diagndstico en
diferentes situaciones epidemioldgicas. Para ello, definimos una serie de objetivos
especificos encaminados a la aplicaciéon y desarrollo de esta tecnologfa para abordar
nuevos estudios epidemioldgicos, ante situaciones de emergencia sanitaria, 0 como
diagndstico point-of-care en dreas endémicas con escasos recursos. Estos objetivos se
van presentando y alcanzando en los diferentes articulos de investigaciéon que se

presentan en esta Tesis Doctoral.
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Resumen

El primer objetivo especifico tuvo como finalidad evaluar en el laboratorio
la técnica LAMP para la deteccion de Loa loa en muestras de sangre obtenidas en un
estudio de campo realizado en Guinea Ecuatorial. Se llevéd a cabo el examen
microscépico para la busqueda de microfilarias y parte de esas muestras se
almacenaron en papel de filtro (Dried Blood Spots; DBS). Se obtuvo el ADN de los DBS
utilizando un método de extraccion simple y se analizaron mediante técnicas
moleculares, incluyendo una PCR anidada y Loa loa-LAMP colorimétrico y a tiempo
real. Los resultados obtenidos se compararon con la microscopia como método

diagndstico de referencia.

Durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral, se notificaron en Espaia,
mayoritariamente en la comunidad de Castilla y Ledn, siete casos de Fiebre
Hemorrdgica de Crimea-Congo (FHCC) transmitidos por picadura de garrapata. Ante
este nuevo escenario, nos planteamos como segundo objetivo especifico el
desarrollo de un ensayo RT-LAMP (Reverse transcription-LAMP) para la deteccion de
diferentes genotipos del virus de Crimea-Congo y su evaluacién en muestras de
plasma y, por primera vez, de orina de pacientes con diagndstico confirmado por RT-

qPCR de referencia.

El tercer objetivo especifico propuesto tuvo como finalidad aplicar un
método LAMP disefiado para la deteccion de Plasmodium spp. en el diagndstico pornt-
of-care de malaria en Cubal, Angola. Evaluamos y comparamos los resultados
obtenidos mediante las técnicas de microscopia, pruebas de diagndstico rapido (PDR)
y LAMP en el diagndstico de la malaria. Posteriormente, analizamos la
reproducibilidad del método LAMP colorimétrico y a tiempo real en un laboratorio

de referencia.

En conclusidn, los resultados mds relevantes de los distintos trabajos de
investigacion que se presentan muestran que: z) el método Loa loa-LAMP presenta un
rendimiento diagndstico mayor que la microscopia y que la técnica de PCR; 1) este
método presenta mayor sensibilidad que la técnica de PCR en el andlisis de muestras
de sangre almacenadas como DBS; #:7) el método RT-LAMP desarrollado para la
deteccién del virus de Crimea-Congo permite el diagndstico de la infeccién en
muestras clinicas con resultados equiparables a la RT-qPCR de referencia, detectando

distintos genotipos circulantes del virus; zv) el método LAMP colorimétrico para la
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Resumen

deteccion de Plasmodium spp. presenta mayor sensibilidad que la microscopia y las

PDR en condiciones de campo.
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Resumo

RESUMO

O surgimento de técnicas de amplificacdo de dcidos nucleicos, hd algumas décadas,
levou a uma melbor deteccdo de agentes infecciosos e a uma revolugdo no diagndstico
microbioldgico. Com a introdugdo da PCR e das suas diferentes variantes, surgiu
definitivamente o concetto de diagndstico molecular, que permite a deteccdo rdpida e sensivel
de microrganismos através da amplificacdo especifica de determinadas regiées do seu genoma.
A sua utilizacdo tornou-se rotina para o diagnostico das doengas mais comuns em
laboratorios de referéncia, mas nao para um grande niimero de doengas importadas, e muito
menos para as doengas tropicais que ocorrem em Zonas endémicas com poucos recursos. A
seleccdo da técnica de diagndstico dependerd das caracteristicas do laboratdrio e do objectivo
do diagnostico. Assim, um caso importado serd geralmente estudado num laboratorio de
referéncia bem equipado e com pessoal especializado. No entanto, a deteccdo de um caso
numa drea endémica, geralmente em dreas inacessiveis durante os inquéritos de campo,
exigird um teste microscopico tradicional ou uma técnica rapida. Em qualquer caso, uma
técnica de diagnostico deve ter a mdxima especificidade e sensibilidade, reprodutibilidade,
facilidade de execugdo e baixo custo. As técnicas de amplificacio isotérmica de dcidos
nucleicos sdo as que mais se aproximam destes requisitos. Entre elas, a tecnologia de
amplificagdo isotérmica mediada por lago (LAMP) é actualmente a mais utilizada e aquela
em que mais se trabalbou para aproximar os diagnosticos moleculares realizados num
laboratorio de referéncia dos estudos de campo ou dos diagndsticos point-of-care. Desta forma,
a tecnologia LAMP pode ser utilizada em diferentes contextos epidemiologicos.

Tendo em conta o exposto, o objectivo geral deste trabalbo é avaliar a tecnologia
LAMP como um método de diagndstico em diferentes situagoes epidemiologicas. Para isso,
definimos uma série de objectivos especificos que visam a aplicagdo e o desenvolvimento desta
tecnologia para abordar novos estudos epidemioldogicos, em situagoes de emergéncia sanitdria,
ou como diagndostico point-of-care em dreas endémicas com recursos escassos. Estes objectivos
sdo apresentados e alcancados nos diferentes artigos de investigagdo apresentados nesta Tese
de Doutoramento.

O primeiro objectivo especifico era avaliar em laboratdrio a técnica LAMP para a
deteccdo de Loa loa em amostras de sangue obtidas num estudo de campo na Guiné
Equatorial.  Foi efectuado um exame microscopico para deteccao de microfildrias e parte
destas amostras foi armazenada em papel de filtro (Dried Blood Spots; DBS). O ADN foi
obtido a partir das DBS utilizando um método de extraccdo simples e analisado por técnicas
moleculares, incluindo nested PCR e Loa loa-LAMP colorimétrico e em tempo real. Os
resultados obtidos foram comparados com a microscopia como método de diagnostico de
referéncia.
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Resumo

Durante o desenvolvimento desta Tese de Doutoramento, foram notificados sete casos
de Febre Hemorrdgica da Crimea-Congo (FHCC) transmitidos pela picada de carracas em
Espanba, principalmente na comunidade de Castilla y Leon. Perante este novo cendrio, o
nosso segundo objectivo especifico foi o desenvolvimento de um ensaio RT-LAMP (Reverse
transcription-LAMP) para a deteccao de diferentes gendtipos do virus da Crimea-Congo e a
sua avaliagdo em amostras de plasma e, pela primeira vez, em amostras de urina de pacientes
com diagndstico confirmado por RT-gPCR de referéncia.

O terceiro objectivo especifico proposto visava a aplicacdo de um metodo LAMP
concebido para a deteccdo de Plasmodium spp. no diagndstico point-of-care da maldria no
Cubal, Angola. Avalidmos e compardmos os resultados obtidos por microscopia, testes rapidos
de diagnostico e técnicas LAMP no diagndstico da maldria. Posteriormente, avalidmos a
reprodutibilidade do método colorimétrico e do método LAMP em tempo real num

laboratorio de referéncia.

Em conclusdo, os resultados mais relevantes dos diferentes estudos de investigacio
aqui apresentados mostram que: i) o método Loa loa-LAMP tem wm desempenho de
diagndstico mais elevado do que a microscopia e a técnica de PCR; ii) este método € mars
senstvel do que a técnica PCR na andlise de amostras de sangue armazenadas como DBS;
111) 0 método RT-LAMP desenvolvido para a deteccao do virus da Crimea-Congo permite o
diagnostico da infeccdo em amostras clinicas com resultados compardveis aos da RT-gPCR
de referéncia, detectando diferentes gendtipos circulantes do virus; i) o método LAMP
colorimétrico para a deteccdo de Plasmodium spp. é mais sensivel do que a microscopia e

testes rdpidos de diagndstico em condigoes de campo.
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Capitulo I: Introduccion

1.1. Introducciéon

Las pruebas diagnodsticas precisas y de calidad son imprescindibles para
determinar la etiologfa de una enfermedad. Estos métodos son ain mds necesarios en
el caso de nuevas enfermedades o enfermedades emergentes, asi como en dreas
geograficas pobres con escasos recursos econdémicos. Un articulo publicado
recientemente en la revista Lancet, sefiala que el 47% de la poblacién mundial tiene
limitado el acceso a pruebas diagnosticas (1). Esta restriccion se da principalmente en
paises en vias de desarrollo donde la disponibilidad de un diagndstico de calidad no
alcanza al 20% en los centros de atencién primaria bdsica (2). Ante esta situacion, la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) junto con la Fundacién para la Obtencion
de Medios de Diagndstico Innovadores (FIND) firmaron un acuerdo para poner en
marcha un programa de aplicacién de técnicas de diagndstico fiables y de facil

realizacion en paises con bajos recursos (3).

La microscopia es la herramienta de diagndstico mds utilizada en paises en vias
de desarrollo de zonas tropicales y subtropicales debido a su simplicidad y bajo coste.
La OMS la sigue considerando como el método “gold standard”. Sin embargo, presenta
algunos inconvenientes: (1) para su realizacion es imprescindible tener una formacion
especializada. En un estudio realizado en 2006 para evaluar la variabilidad en el
diagndstico microscopico de la malaria, quedd patente la discrepancia obtenida entre
mds de una veintena de microscopistas especializados, que llego a ser hasta del 30%
(4). También se observo en el diagndstico de la leishmaniosis cutdnea, oscilando entre
un 42% y un 72%, dependiendo de la habilidad del observador (5); (iz) es un meétodo
lento y laborioso. Requiere de mucho tiempo de observaciéon por parte del
microscopista, sobre todo en muestras con baja carga parasitaria (6). Por ejemplo, en
el caso de Plasmodium spp., antes de notificar un caso como negativo hay que examinar
al menos 200 campos con la técnica de la gota gruesa. Esto supone entre 5-10 minutos
por muestra, si se trata de un microscopista experimentado (7,8); (ii7) presenta baja
senstbilidad. Diversos estudios asi lo demuestran (6,9). Para aumentar la sensibilidad
se utilizan técnicas de concentracidén, como el test de Knott en el caso de las filariosis
o métodos de sedimentacién/flotacion para el diagndstico de diversas parasitosis
intestinales (10); (iv) requiere de muestras recogidas en dias alternos. Las guias practicas
para laboratorios clinicos recomiendan examinar tres muestras de heces recogidas en
dfas alternos (11). Esto se debe a la baja sensibilidad y a la posibilidad de obtener falsos
negativos (12,13); (v) periodicidad en la recogida de las muestras. Es bien conocido que
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en las infecciones producidas por Wuchereria bancrofti 'y Brugia malay: la
microfilaremia es de predominio nocturno, por lo que la recogida de las muestras de
sangre debe tener lugar entre las 22:00-2:00 h. Las microfilarias de la especie Loa loa
tienen periodicidad diurna, por lo que la recogida de las muestras se realizard durante
la manana (10); (vi) puede ser de escasa utilidad dependiendo de la fase de la enfermedad.
Un ejemplo es la enfermedad de Chagas, en la que los niveles de parasitemia
disminuyen en su fase crénica y, por tanto, los métodos parasitoldgicos dejan de tener
utilidad. También se han observado niveles indetectables por microscopia en los casos

de infeccion temprana por Loa loa de hasta el 80% (14).

Desde hace afos, las técnicas inmunoldgicas complementan a la microscopia en
el diagndstico de muchas enfermedades parasitarias. Estos ensayos se basan en la
deteccion de antigenos o anticuerpos especificos en diferentes muestras clinicas (15).
La mds utilizada es el ELISA (Enzyme-Linked InmunoSorbent Assay) que se basa en la
deteccion de anticuerpos o antigenos adheridos a una superficie sélida (16). Presenta
algunas limitaciones: (1) baja especificidad debido a la reactividad cruzada entre
antigenos parasitarios comunes (17,18); () es una técnica laboriosa, ya que requiere de
muchos pasos y tiempos largos de incubacidn (9); (1i2) requiere de equipos de laboratorio
especializados como lector de placas de ELISA que aumentan su coste y la necesidad

de una infraestructura adecuada para llevar a cabo los ensayos (19).

Los ensayos LFA (del inglés, Lateral Flow Assays) o pruebas de diagndstico rdpido
(PDR) se han usado en el diagnostico de las enfermedades infecciosas debido a su
potencial uso como diagndstico point-of-care (POC) (9). Han sido muy utilizados en
programas de la OMS para la lucha contra enfermedades tropicales. El Programa
Mundial para Eliminar la Filariosis Linfética se basa en la interrupcién de la
propagacion de la infeccién mediante administracion masiva de medicamentos (20).
En este contexto, las PDR han jugado un papel importante, mediante la deteccion de
antigenos circulantes de W. bancrofti como herramienta rdpida y sencilla para valorar
la eficacia del tratamiento (21,22). En el ano 2017 se desarroll6 la primera PDR
comercial para la deteccidn de Loa loa (Loa Antibody Rapid Test) con la finalidad de
facilitar la toma de decisiones en las campafias de administraciéon masiva para eliminar
laloaosis (23). Estas pruebas no estdn exentas de inconvenientes. Algunos trabajos han
demostrado la reactividad cruzada entre Loa loa y W. bancrofti, constituyendo un

obstdculo para su diagndstico (22,24).
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Las PDR son utilizadas de forma rutinaria para el diagndstico de malaria. En su
ultimo informe, la OMS refleja un incremento de las ventas de las pruebas rdpidas
para malaria a nivel mundial, estimdndose ingresos superiores a los 3.500 millones de
ddlares/afio. El 82% de las ventas fueron realizadas en los paises del Africa
Subsahariana (25). Estas pruebas tienen la ventaja de ser muy rdpidas y de fécil
interpretacién. Sin embargo, no permiten cuantificar la carga parasitaria, por lo que
deben complementarse con los métodos parasitoldgicos clisicos (26,27). Otro
inconveniente es la aparicion de falsos negativos debido a la posible heterogeneidad
o delecidn del gen hrp2 (28). Estos resultados han sido documentados en diversos

estudios realizados en paises como Etiopia, Sudin, Madagascar y Tanzania (29-33).

Los métodos moleculares surgen a principios de la década de los 70" con el
desarrollo de las técnicas de clonacidn y secuenciacion de ADN. En 1985, Kary B.
Mullis describe la amplificacién de los dcidos nucleicos mediante la Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR del inglés, Polymerase Chain Reaction), descubrimiento
que le valié el Premio Nobel de Quimica en 1993 (34,35). Existen numerosas variantes
de la PCR convencional: PCR anidada (nested-PCR), que utiliza dos pares de primers
(dos externos y dos internos) para mejorar la sensibilidad de la técnica (35); PCR con
transcripcion inversa (reverse transcription-PCR, RT-PCR), que es capaz de realizar la
transcripcion inversa del ARN seguida de la amplificacién del ADN, permitiendo la
deteccidn sensible y especifica del ARN diana (36); PCR multiple, que permite
detectar simultineamente varias dianas en una misma reaccién (37); PCR a tiempo
real (quantitative PCR, qPCR), que permite la monitorizacién y cuantificacion del
producto amplificado a tiempo real mediante la medicion de la senal de fluorescencia
(38); PCR digital (dPCR), que utiliza un enfoque diferente a la qPCR para cuantificar
el namero de moléculas de ADN en una muestra (39). Actualmente, disponemos de
numerosas pruebas diagndsticas basadas en la PCR para la deteccidon de una gran
variedad de patégenos. La mayoria de los métodos aprobados por la FDA (del inglés,
Food  and  Drug  Administration) se encuentran disponibles en

https://www.fda.gov/medical-devices/in-vitro-diagnostics/nucleic-acid-based-tests.

Una de las principales limitaciones de los métodos basados en la PCR es la
necesidad de un termociclador que proporcione ciclos de temperatura precisos. Son
equipos costosos que requieren de una fuente de energifa ininterrumpida. Esto hace
que los ensayos basados en PCR estén restringidos a laboratorios clinicos o de

investigacion bien equipados (40). Para solventar estos inconvenientes, en 1990
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comienzan a aparecer algunas pruebas de amplificacién isotérmica de dcidos
nucleicos que permiten la amplificacién a temperatura constante, requieren
dispositivos sencillos y de bajo coste y, ademads, algunas permiten la visualizacién
simple de los resultados mediante un cambio colorimétrico. Precisan de tiempos
menores de reacciéon y de menor procesamiento de las muestras en comparacidn con
la PCR (41). Estas pruebas son cada vez mds atractivas y prometedoras para su uso
como diagndstico POC. Entre ellas, destacan: LAMP (Loop-mediated isothermal
AMPlification) (42), NASBA (Nucleic Acid Sequence-Based Amplification) (43), SDA
(Strand Displacement Amplification)(44), HDA (Helicase-Dependent Amplification) (45),
RPA (Recombinase Polymerase Amplification) (46) y EXPAR (Exponential Amplification

Reaction) (47). Sus principales caracteristicas se recogen en la tabla 1.

Tabla 1. Principales caracteristicas de las técnicas de amplificacién isotérmica de dcidos nucleicos mds

utilizadas. Modificado de Zhao y colaboradores (48) y Khan y colaboradores (49).

. ) Tiempo ) , .
Técnica Diana P Ta (eC) Enzimas? Método de lectura® Referencia

(min)

Turbidez, colorimetria, pH,
LAMP ADN/ARN 30-60 60-65 ADN polimerasa fluorescencia, gel (42)
electroforesis, LFD

Transcriptasa inversa, . , .
Colorimetrfa, fluorescencia,

NASBA ADN/ARN 90-120 41 ARN polimerasa, . (43)
gel electroforesis, LFD
ARNasa
SDA ADN 120 37 ADN polimerasa, NEasa Fluorescencia, pH (44)
ADN polimerasa, Fl.uo.resc?lcia, electroqufmic.a,
HDA ADN 30-120 37-65 hibridacidn, gel electroforesis, (45)

heli
elicasa LFD

. Fluorescencia,
ADN polimerasa, L. o .
RPA ADN 30-90 37-42 . quimioluminiscencia, gel (46)
recombinasa )
electroforesis, LFD

Fluorescencia, colorimetrfa,
EXPAR  ADN/ARN 30 60 ADN polimerasa, NEasa quimioluminiscencia, (47)

electroquimica

? En algunos casos, se afiade una enzima retrotranscriptasa para amplificar ADN a partir de un molde de ARN. ® LFD:

Lateral Flow Dipstick, en algunos casos los resultados pueden visualizarse con ensayos de flujo lateral.

1.2. LAMP (Loop-mediated isothermal amplification)

La técnica LAMP fue desarrollada en el afio 2000 por Notomi y colaboradores
(42). Desde entonces se han descrito multitud de aplicaciones de la técnica (50) y ha
sido el objetivo de numerosas investigaciones para el diagndstico de muchas

enfermedades infecciosas debido a su rapidez, eficacia y alta especificidad (51,52). Se
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basa en la sintesis de ADN por desplazamiento de cadena en condiciones isotérmicas
llevada a cabo por la enzima Bst polimerasa (Bacillus stearothermophillus) (42).
También permite la amplificacion de una secuencia de ARN diana. En este caso, se
puede realizar la amplificacion en un solo paso, mediante la adicién de una enzima

transcriptasa inversa con actividad de desplazamiento de cadena (RT-LAMP, del

inglés, Reverse-Transcriptase Loop-mediated isothermal AMPlification)(53). Requiere de
4-6 primers que reconocen especificamente un total de 6-8 secuencias distintas dentro
del ADN diana, lo que garantiza una alta especificidad de amplificacién (Figura 1A):
2 primers internos, Forward Inner Primer (FIP) que contiene las secuencias F1c-F2 y
Backward Inner Primer (BIP) que contiene las secuencias B1c-B2, generalmente unidas
por un enlace Poly-T; y dos primers externos, Forward Outer Primer (EF3) y Backward
Outer Primer (B3). Nagamine y colaboradores introdujeron posteriormente dos /oop-
primers, Loop Forward (LF) y Loop Backward (LB), que permiten la reduccién del

tiempo de reaccidn en aproximadamente 30 minutos (54).
1.2.1. Mecanismo de funcionamiento

El proceso de amplificacién mediante LAMP se puede dividir en dos fases: una
fase inicial o fase no ciclica y una fase ciclica (Figura 1B). La fase inicial o fase no ciclica
comienza cuando la secuencia F2 del primer interno FIP hibrida con F2c de la cadena
de ADN molde guiando asf la sintesis de la cadena complementaria de ADN gracias
a la actividad de desplazamiento de cadena de la Bst polimerasa. A continuacidn, el
primer externo F3 hibrida con la regién F3c de la cadena molde que se sitda fuera de
la unién del FIP y se produce un desplazamiento de la cadena complementaria
previamente formada, liberando una hebra de gran longitud con el primer FIP en el
extremo. Este ADN monocatenario sirve de molde para la sintesis de ADN,
ocurriendo una reaccidén similar a la anterior, con unidn de la secuencia B2 y B2c del
primer interno BIP y posterior elongacién e interaccién del primer B3 con la secuencia
B3c. Al replicar de nuevo, el ADN libera una hebra de pequefia longitud que contiene
los primers FIP y BIP en cada extremo, generando una estructura de bucle o lazo. A
partir de este punto, comienza la fase ciclica, que presenta un mecanismo complejo en
el que solo intervienen los primers internos. La estructura de bucle formada en la
primera fase servird como diana para iniciar esta segunda fase de amplificacion
exponencial. En este caso, los primers FIP y BIP hibridan con las estructuras en bucle

formadas e inician la sintesis de la cadena y su posterior desplazamiento, produciendo
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una gran cantidad de productos de amplificacién de ADN con una secuencia

complementaria y una estructura repetida (42,53).

A

Poly-T Poly-T

FIP [F1c|/\4 F2 | (Bic/\[ 82| BIP

Forward Internal Primer Backward Internal Primer

F3 L1 L1 B3

Forward Outer Primer ~ Backward Outer Primer

LF LB

Forward Loop Primer ~ Backward Loop Primer

Fase no ciclica

—F3c | {Fac } {Fic} {B1 | {B2 1 B— 5
N 3
5 l
{Ficl {F2 ] {F1} {Bic! {Bac {Bsa— 3
—{53 s
l Bic 5
1 F1 | | F2c | | Fic | 1 B1 | 1 B2 | {Blc}— 5

Fase ciclica: amplificacién exponencial

Figura 1. Esquema de primers y mecanismo de funcionamiento de la técnica LAMP. A) Conjunto de

primers utilizados para llevar a cabo la reaccién tipo LAMP, formado por dos primers internos (FIP y

BIP), dos primers externos (F3 y B3) y loop primers (LF y LB). B) Representacion esquematica del
mecanismo de amplificaciéon LAMP mostrando la fase no ciclica.
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1.2.2. Caracteristicas principales

El LAMP es capaz de amplificar dcidos nucleicos en condiciones isotérmicas
en un rango de 60-652C, por lo que permite el uso de equipos sencillos y econémicos
como un simple termobloque o bafio de agua para mantener la temperatura. Otra
caracteristica importante es su eficacia de amplificacidén generando hasta 10°-10'°
copias de ADN en unos 15-60 minutos (42,55). También se ha demostrado que es mds
tolerante a sustancias inhibidoras presentes en las muestras bioldgicas en comparacién
con la PCR (51,56). Esta mayor tolerancia puede contribuir al ahorro de tiempo y
costes en el procesamiento de muestras e incluso a evitar la extraccion previa del ADN
para llevar a cabo la amplificacién (57,58). Por ultimo, una de las caracteristicas mds
importantes es la posibilidad de detectar los productos de amplificacion mediante la
simple visualizacion de los resultados, ya sea por turbidez o por cambio colorimétrico
(55,59,60). Esto supone una gran ventaja para llevar a cabo un diagndstico molecular

de forma muy sencilla en estudios de campo con escasa infraestructura.
1.2.3. Seleccidn de dianas genomicas y diseno de primers

Al igual que en otros métodos de diagndstico molecular, la seleccion adecuada
de dianas gendmicas es imprescindible. Para ello, hay que tener en cuenta el grado de
repeticion en el genoma, grado de especificidad y grado de conservacién. Las dianas
mds utilizadas en el diagndstico de enfermedades parasitarias son (61): (7) secuencias
ribosomicas nucleares que incluyen los espaciadores transcritos internos 1y 2 (ITS1 e
ITS2), el espaciador intergénico (IGS) y los genes del ARNr 18S y 28S. (77) secuencias
mitocondriales, como la citocromo c¢ oxidasa subunidad 1 (cox 1) y los genes de
subunidades 1 y 5 de la NADH deshidrogenasa (nad1 y nad2). Otras secuencias

empleadas son los retrotransposones y los genes que codifican proteinas estructurales.

Para llevar a cabo el diseno de los primers se requiere la utilizacién de software
especifico, como Primer Biosoft
(http://www.premierbiosoft.com/isothermal/index.html)  (Primer Biosoft, San
Francisco, USA), Optigene LAMP designer (http://www.optigene.co.uk/lamp-
designer/) (Optigene, London, UK), NEB LAMP primer designer tool
(https://lamp.neb.com) (New England Biolabs, Massachusetts, USA) o Primer Explorer

VS (https://primerexplorer.jp/e/) (Eiken Chemical, Tokio, Japon). En los ultimos

anos, se han desarrollado programas como “Script en Python” para disehar sondas

31


http://www.premierbiosoft.com/isothermal/index.html
http://www.optigene.co.uk/lamp-designer/
http://www.optigene.co.uk/lamp-designer/
https://lamp.neb.com/
https://primerexplorer.jp/e/

Capitulo I: Introduccion

especificas para la deteccién de mutaciones cancerigenas (62) o el GLAPD (Whole

Genome Based LAMP Primer Desing) (63) empleada para la deteccidn de enfermedades

bacterianas  transmitidas  por  alimentos,  https:/cgm.sjtu.edu.cn/GLAPD/,
https://github.com/jigingxiaoxi/GLAPD y https://cgm.sjtu.edu.cn/GLAPD/online/.
El software mds utilizado es Primer Explorer V5, disponible online de forma gratuita
(https://primerexplorer.jp/e/). Los principios bdsicos para el disefio de primers
mediante este software se encuentran recogidos en la gufa “A Guide to LAMP primer
designing” disponible en la pdgina web del programa Primer Explorer V5 (64). Un
resumen del proceso de disefio se expone en el Anexo metodoldgico I (pg. 160) de esta

Tesis Doctoral.

En el desarrollo de algunos métodos LAMP se ha recurrido al disefio de un
conjunto de ‘primers degenerados’, los cuales presentan en alguna de sus posiciones
varias bases posibles (A, T, G, C) (65). Estos fueron utilizados en un estudio para el
diagnostico mediante RT-LAMP del virus de la fiebre amarilla, donde el uso de primers
degenerados permitid la deteccion de diferentes cepas (cepa salvaje africana (Asibi) y
cepas brasilefias)(66). Ademds, se han empleado para la deteccién de bacterias como

Campylobacter spp. (67) y Mycobacterium tuberculosis (68).
1.2.4. Métodos de deteccion de los productos de amplificaciéon

Existen diferentes métodos de deteccion de los productos de amplificacion
obtenidos en una reaccidn tipo LAMP: (i) turbidez, (i1) cambio colorimétrico, (i11)
electroforesis en gel de agarosa y (iv) tiempo real. Los métodos que permiten la
visualizacién simple de los resultados mediante turbidez o cambio colorimétrico
favorecen la aplicacidon de la técnica LAMP en laboratorios de zonas rurales donde los
recursos son limitados. Sin embargo, la electroforesis en gel de agarosa y la deteccién
a tiempo real estdn mds restringidos a su uso en un laboratorio de referencia, ya que
requieren de equipos complejos (transiluminador, termociclador, etc.). No obstante,
la deteccion a tiempo real podria aplicarse en estudios de campo mediante el uso de

dispositivos portitiles auténomos que no dependan de electricidad.

A continuacidn, se detallan los diferentes métodos de deteccidn.
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1.2.4.1. Deteccion mediante turbidez

Durante el proceso de amplificaciéon LAMP, se generan grandes cantidades de
i6n pirofosfato (P207+). Este se une a los iones de magnesio presentes en la reaccion,
generando un precipitado de pirofosfato de magnesio (Mg,P.O;) que produce
turbidez observable a simple vista (55) (Figura 2A). La turbidez generada es estable
durante un periodo corto de tiempo, por lo que la visualizacién de los resultados debe
realizarse lo mds ripidamente posible una vez finalizada la reaccién de amplificacion

(69).

1.2.4.2. Deteccion colorimétrica

La deteccidn visual de los productos de amplificacion también puede realizarse
mediante cambios colorimétricos utilizando reactivos intercalantes, no intercalantes
o indicadores metélicos e indicadores de pH (Figura 2B). (i) Reactivos intercalantes:
son capaces de interaccionar con el ADN y producir un cambio de color. El mas
utilizado es el SYBR® Green I que se afiade al final de la reaccién y produce un
cambio de color naranja (negativo) a verde (positivo) en presencia de ADN
amplificado (Figura 2B. b1). Este cambio de color también puede apreciarse bajo luz
ultravioleta (302 nm)(70). Sin embargo, la necesidad de abrir el tubo para afadir el
colorante a término de la reaccién puede aumentar el riesgo de contaminacién (71).
Para solventar esta limitacidn, algunos autores han desarrollado métodos sencillos de
amplificacién en ‘tubo cerrado’. Estos consisten en la adicién del SYBR® Green I en
la parte interna de la tapa del tubo utilizando aceite de parafina para evitar la
evaporacion durante el proceso de incubacidn o papel de aluminio para separar el
SYBR® Green I de la mezcla de reaccién (72,73). (i) Reactivos no intercalantes o
indicadores metdlicos: son capaces de producir cambio de color debido a una reaccion
quimica. Pueden anadirse al comienzo de la reaccion evitando la apertura posterior
de los tubos de reaccion y disminuyendo asi el riesgo de contaminacion cruzada. Entre
los mds utilizados destacan la calceina, el azul de hidroxinaphtol (en inglés,
hidroxinapthol blue, HNB) y el verde malaquita. La calceina, antes de la amplificacién
se encuentra combinada con iones manganeso (Mn?*"), permaneciendo apagada. A
medida que avanza la reacciéon LAMP, el ion manganeso se separa de la calceina por
la presencia de los iones pirofosfato generados (Mn,P,O7) y la calceina libre se
combina entonces con iones magnesio (Mg?*) presentes en la mezcla de reaccion

generando fluorescencia (74). Ademds, esta unién (calceina + Mg**) provoca un
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cambio de color de naranja (negativo) a verde (positivo), que puede observarse a
simple vista con luz natural (Figura 2B. b2)(75). El HNB presenta un color morado
(negativo) en presencia de Mg*; tras el proceso de amplificacién se produce un
cambio de color a azul oscuro (positivo) inducido por la quelacién de iones Mg?** por
los ANTPs (76). A diferencia de la calceina, no presenta capacidad fluorescente, por lo
que solo se utiliza para la observacion colorimétrica a simple vista con luz natural
(75). El indicador metélico verde malaquita, produce un color verde/azul tras la
amplificaciéon de ADN, mientras que las muestras negativas (sin amplificacion) son
incoloras (77). (111) Indicadores de pH: se utilizan indicadores sensibles al pH para
detectar el cambio significativo desde un pH inicial alcalino a un pH dcido final
(Figura 2B. b3). Algunos de los indicadores mds utilizados son el phenol red, que
produce un cambio colorimétrico de rosa (negativo) a amarillo (positivo), y el neutral

red, que produce un cambio de amarillo pardo (negativo) a rosa (positivo) (60).
1.2.4.3. Electroforesis en gel de agarosa

La electroforesis en gel de agarosa permite la separacion y el andlisis de
macromoléculas (ADN, ARN y proteinas) y sus fragmentos en funcion de su tamafo
y carga (71). Para ello, se utiliza un colorante fluorescente capaz de unirse a las
moléculas de ADN como, por ejemplo, el bromuro de etidio o SYBR® Green I (78).
En caso de un resultado positivo, se observa un patrén de bandas en escalera de
diferente tamafio (Figura 2C) (75). Se ha reportado que el gel de electroforesis es
ligeramente mds sensible que algunos métodos de deteccion colorimétrica (71). Sin
embargo, para el andlisis de los diferentes fragmentos se requiere de la apertura de los
tubos aumentando asi el riesgo de contaminacién (75). Asimismo, requiere de cierta
infraestructura (fuente de alimentacidn, cubetas, transiluminador, etc.), lo que puede

limitar su aplicacion en zonas con bajos recursos.
1.2.4.4. Métodos de deteccion a tiempo real

En el afo 2004, Mori y colaboradores desarrollaron un método de deteccion a
tiempo real basindose en la turbidez que produce el pirofosfato de magnesio. Para
ello, disenaron un turbidimetro capaz de realizar la reaccion LAMP y medir
simultineamente la turbidez de varias muestras (59). Demostraron que el andlisis
cinético de la reaccion LAMP por turbidimetria a tiempo real tenfa la capacidad de

cuantificar el ADN y que no eran necesarias sondas ni reactivos auxiliares para la

34



Capitulo I: Introduccion

monitorizacién de la reaccién. Sin embargo, la sensibilidad puede verse afectada por

la presencia de sustancias opacas en la mezcla de reaccién (71).

Otro método de deteccidn a tiempo real es mediante la monitorizacién de la
fluorescencia producida durante la amplificacion. Para ello, se utilizan: (z) colorantes
fluorescentes intercalantes, capaces de unirse a la doble cadena de ADN produciendo
un cambio en la sefial dptica y emitiendo fluorescencia a medida que se genera la
amplificacién (Figura 2D) (71). Algunos de los mds utilizados son SYBR® Green I y
EvaGreen (52,79). Ambos tienen propiedades de excitacidn y emision similares, sin
embargo, el EvaGreen ha demostrado tener mejores propiedades de unién al ADN
(80). Ademds, debido al efecto inhibidor sobre la polimerizacion del ADN a
concentraciones altas, el SYBR® Green I se utiliza principalmente en la deteccién de
punto final y el EvaGreen en la monitorizacion de las reacciones LAMP a tiempo real
(80). Otro intercalante fluorescente es el SYTO-82, que permite la visualizacion de los
resultados a simple vista bajo luz ultravioleta (81)(82). (1z) Sondas o primers modificados
con colorantes fluorescentes; el método consiste en el marcaje de sondas o primers con
fluordforos que se encuentran apagados cuando estdn unidos a un atenuador o
quencher y que emitirdn una sefal de fluorescencia al separarse. Los mds utilizados
son: FAM, HEX, ROX, CyS5 y Cys5.5, cuyas senales pueden visualizarse en diferentes
canales de emisidn (83). La utilizacién de diferentes fluoréforos es de gran utilidad
para la deteccion simultdnea de varias dianas (deteccién multiple) en un dnico ensayo

LAMP.

En la Tabla 2 se muestran los diferentes métodos de deteccion de los productos

de amplificacion LAMP y sus principales caracteristicas.
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Figura 2. Representacién gréfica de diferentes métodos de deteccién utilizados para la lectura de los

resultados obtenidos mediante la técnica LAMP. A) Método de deteccién a término de reaccidn

mediante turbidez por precipitado de Mg:P>0O7. B) Visualizacion de los resultados mediante cambios

colorimétricos: reactivos intercalantes, reactivos no intercalantes e indicadores de pH. C) Electroforesis

en gel de agarosa mostrando el patrén de bandas en escalera. D) Deteccién a tiempo real: grifico

indicando las curvas de amplificacién. P, Control Positivo; N, Control Negativo.

Tabla 2. Métodos de deteccidn utilizados para la visualizacion de los resultados de una reaccién tipo

LAMP.
Visualizacién resultados Lectura de punto final Lectura a tiempo real
Precipitado de Mg2P,0; Turbidez v v
Cambio colorimétrico
SYBR® Green | (naranja a verde) v v
Fluorescencia bajo luz UV
Cambio colorimétrico
Calceina (naranja a verde) 4 4
Fluorescencia bajo luz UV
Cambio colorimétri
Hidroxinaphtol Blue AMDIO COTOMMEICo 4 x
(morado a azul)
Cambio colorimétrico
v x

Verd laquit
erde mataquita (incoloro a azul)
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Cambio colorimétrico
Phenol red . v x
(rosa a amarillo)

Cambio colorimétrico
Neutral red . v x
(amarillo pardo a rosa)

EvaGreen Fluorescencia bajo luz UV 4 4

SYTO-82 Fluorescencia bajo luz UV v v

Mg:P>Oy. Pirofosfato de magnesio; v Indica: visualizacién de los resultados a término de reaccién/visualizacién de los
resultados a tiempo real. ¥ Indica: no visualizacién de los resultados a término de reaccion/no visualizacién de los

resultados a tiempo real.

1.2.5. LAMP-multiplex (mLAMP)

En los dltimos afos, muchos investigadores se han centrado en el desarrollo
de un LAMP multiplex (mLAMP) para la deteccidn de diferentes secuencias de ADN
en una misma reaccion. El ensayo mLAMP va a permitir diferenciar varias especies de
patdgenos y/o cepas o especies estrechamente relacionadas entre sf en un tnico ensayo
(84). Debido a la complejidad de los amplicones generados durante una reaccion tipo
LAMP, el disefio y desarrollo de un mLAMP es complejo y no permite su
estandarizacion. Ademds, el nimero de trabajos dedicados a ello es ain muy limitado
y no hay ninguna metodologia que sobresalga entre las utilizadas actualmente para el
desarrollo del mLAMP. Los enfoques metodoldgicos utilizados incluyen: el uso de
enzimas de restriccion, la combinacidon del LAMP con otras técnicas, el anadlisis de las

curvas de melting y el uso de primers marcados con sondas.

1.2.5.1. Uso de enzimas de restriccion

Esta técnica fue utilizada en el desarrollo del primer mLAMP para la
diferenciacion de especies de Babesia spp. (85). Para ello, se modificaron los primers
internos FIP y BIP insertando la enzima de restriccién EcoRI entre la secuencia F2-F1c
del primer FIP y B1c-B2 del primer BIP. Tras la reaccion de LAMP y digestion con
EcoRI, se obtuvieron diferentes tamafos de bandas especificas para cada especie en un
gel de agarosa. Esto permitid la diferenciacién de Babesia bovis, B. bigemina e incluso
de una infeccién mixta por ambas especies (85). Este método también fue utilizado
para el desarrollo de un mLAMP para detectar genes de resistencia a las sulfonamidas
utilizando la enzima Hinfl (86). Los andlisis de los amplicones con enzimas de

restriccion son métodos lentos y laboriosos, ya que el proceso de digestién puede
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tardar hasta 60 minutos y se requiere de la electroforesis en gel de agarosa para la

visualizacion de los resultados (85,87).
1.2.5.2. Combinacion mLAMP-ELISA

Para detectar la amplificacidon en un ensayo mLAMP también se puede utilizar
la técnica ELISA. La combinacion de mLAMP-dotELISA se ha utilizado para la
identificacidn diferencial de Taenia solium, T. saginata y T. asiatica, utilizando como
diana el gen cox1 (88). Para ello, se marcé el primer interno FIP de cada una de las
especies con isotiocianato de fluoresceina (FITC) (T. solium), digoxigenina (DIG) (T.
saginata) y tetrametilrhodamina (TAMRA) (T. asiatica). Los primers BIP se marcaron
con biotina. Los productos de amplificacién del ensayo mLAMP fueron capturados
por los anticuerpos especificos para FITC, DIG y TAMRA en una membrana de
nitrocelulosa y el resultado dot-ELISA positivo se caracterizé por un punto de color

visible en la membrana.
1.2.5.3. Andlisis de las curvas de melting

El analisis de la curva de melting (Tm) o curva de fusidn, investiga el perfil de
disociacién de la hélice del ADN de doble cadena recién formado tras su exposicion
a temperaturas gradualmente crecientes (89). Se detectan asi las diferencias entre los
amplicones basadas en su longitud, composicién de bases e interaccién entre ellas
(90).

El ensayo LAMP combinado con el andlisis de la curva de melting es un método
simple en tubo cerrado que no requiere de electroforesis, reduciendo el riesgo de
contaminacion (91). Esta combinacidn se ha utilizado para la deteccion simultdnea
de Salmonella spp. y Vibrio parabaemolyticus en una sola reaccion (92). En este estudio,
tras realizar el LAMP a tiempo real (652C durante 60 min), los productos amplificados
se diferenciaron mediante el andlisis de las diferentes Tm. También se ha utilizado
este método para la diferenciacion de Leishmania donovani'y Mycobacterium leprae con
una sensibilidad del 100% y 95%, respectivamente (93). Sin embargo, hay dos factores
que influyen en las Tm de los productos del LAMP: (z) la concentracion de Mg*'; esta
varfa entre diferentes mezclas de reaccién por la precipitacion de Mg,P,O; que se
produce como subproducto de la reaccidn; (zz) los valores de Tm de los productos
LAMP; éstos estdn estrechamente relacionados con el contenido GC (91), lo que

limita su uso para la deteccién multiple de diferentes patégenos.
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1.2.5.4. Utilizacion de primers marcados con sondas

Existen varias técnicas que utilizan sondas marcadas con fluoréforos que
permiten disefiar un ensayo tipo mLAMP. Entre ellas, se incluyen: FLOS-LAMP
(Fluorescence of Loop primer upon Self Dequenching-LAMP); DARQ (Detection of
Amplification by Release of Quenching) y QUASR (Quenching of Unincorporated
Amplification Signal Reporters). En la técnica FLOS-LAMP se marca con un fluoréforo
el loop primer, manteniéndose libre y apagado en la solucién. Durante la
amplificacidn, el primer se une a su diana (amplicén) provocando la emision de
fluorescencia. Esta técnica fue optimizada para la deteccidn a tiempo real del virus de
la varicela-zdster (VVZ) con un limite de deteccion de 500 copias por reaccion y una
sensibilidad y especificidad del 96,8% y el 100%, respectivamente (94). La posibilidad
de utilizar diferentes fluoréforos (por ej., FAM, JOE, ROX) mejora la versatilidad de
este sistema y su aplicacion para la deteccién multiple a tiempo real de diferentes
patégenos en una misma reaccion (94). Esta técnica se evalud en la identificacién de

Trialeurodes vaporariorum y Bemisia tabact (MEAM1 y MED) (95).

La técnica DARQ fue descrita por Tanner y colaboradores en el afio 2012 (96).
Consiste en la modificacion del primer interno FIP, al que se afiade un quencher (o
atenuador) en el extremo $’, y la adicion de un primer complementario a FIP marcado
con un fluoréforo en el extremo 3’ (Fd). La sefal de fluorescencia se produce cuando
Fd es desplazado durante el proceso de amplificacion del LAMP, produciéndose la
separacion del primer FIP y liberdndose asi del quencher. La funcionalidad de este
ensayo mLAMP fue probada para la deteccion simultdnea de hasta 4 dianas
(bacteridfago A , Caenorhabditis elegans, Escherichia coli y HeLa (BRCA1) distintas a
tiempo real en una misma reaccion (96). Esta técnica también se ha aplicado para la

deteccidn de Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (97).

La técnica QUASR estd especialmente disefiada para la deteccion mudltiple a
término de reaccién (end point LAMP). Utiliza un primer modificado con un
fluoréforo en su extremo 5 y una sonda marcada con un guencher (7-13bp) en el
extremo 3’, que es complementaria al extremo 5’ del primer (98). La temperatura de
fusion del dimero formado por el primer marcado y la sonda quencher debe ser inferior
a la temperatura de la reaccion LAMP (<652C). La reaccion se lleva a cabo
posteriormente a 652C vy, si existe amplificacion, se une el primer marcado con los

amplicones produciendo una sefial fluorescente que se observa a simple vista bajo luz
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UV. Finalizada la reaccidn, y tras el enfriamiento a temperatura ambiente, si no existe
amplificacion, el primer marcado hibrida con la sonda guencher, por lo que no se
produce sefial de fluorescencia. La puesta a punto de esta técnica se llevé a cabo
mediante la deteccion simultinea del virus del Nilo Occidental y el virus
Chikungunya (98). Se ha descrito también su aplicacién técnica para la deteccién
simultinea del virus del Zika, Dengue y Chikungunya mediante el uso de dispositivos

inteligentes, utilizando la cimara CMOS integrada en un smartphone para el andlisis
de las sefiales QUASR generadas durante la técnica RT-LAMP (99).

1.3. Aplicacidn de la tecnologia LAMP como diagndstico point-of-care

Las pruebas de diagndstico point-of-care (POC) son pruebas que se realizan en
el momento y el lugar donde se encuentra el paciente, permitiendo un diagndstico
precoz y decisiones médicas rdpidas (100). En el afio 2003, el Programa Especial de la
OMS para la Investigacion y Formacién en Enfermedades Tropicales establecio el
acronimo ASSURED; Affordable (asequible), Sensitive (sensible), Specific (especifico),
User-friendly (ficil de usar), Rapid and Robust (répido y robusto), Equipment-free (sin
equipamiento), Delivered (disponible para quien lo necesite), como un conjunto de
criterios que debe cumplir cualquier método de diagndstico para ser considerado una
prueba POC en entornos de bajos recursos (101). Recientemente, debido a los avances
tecnoldgicos, este acronimo se ha actualizado como REASSURED, incluyendo: Real-
time connectivity (conectividad a tiempo real), Ease of specimen Collection (facilidad de
recogida de muestras) y Environmental friendliness (respetuoso con el medio ambiente)
(102). Desafortunadamente, es complicado que una prueba diagndstica cumpla todas
estas caracteristicas y, generalmente, tratar de conseguir una de ellas conlleva a
incumplir otra. Las pruebas seroldgicas de diagndstico rapido son muy utilizadas para
un diagnostico POC y se ajustan al término REASSURED, sin embargo, presentan
valores de sensibilidad y especificidad muy limitados (103). Las pruebas de
amplificaciéon de dcidos nucleicos presentan valores altos de sensibilidad vy
especificidad, aunque algunas de ellas no cumplen algunas de las directrices del
término REASSURED en términos de asequibilidad, rapidez y ausencia de
equipamiento especial. La técnica LAMP estd considerada como una de las mejores
candidatas para el cumplimiento de todos los criterios requeridos (61,103). Hasta la
fecha, numerosos estudios se han centrado en el desarrollo de nuevas estrategias que

permitan la implementacién de la tecnologia LAMP en zonas tropicales y
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subtropicales con bajos recursos y el cumplimiento de las directrices REASSURED,

con el fin de demostrar su potencial uso como diagndstico POC.

1.3.1. Procesamiento de muestras clinicas

El diagnostico y los estudios epidemioldgicos de las enfermedades tropicales a
menudo se ven obstaculizados por las dificultades en la recogida, almacenamiento y
transporte de muestras frescas, ademads de las complicaciones asociadas a los métodos
de extraccion y purificacion de ADN y/o ARN. A continuacidn, se describen varias
alternativas que surgen para solventar estos problemas, como el uso de papel de filtro

o los protocolos simples de extraccion como el calentamiento previo de las muestras.
1.3.1.1. Almacenamiento y transporte de muestras clinicas

El uso del papel de filtro permite la recogida, almacenamiento y el transporte
de diferentes tipos de muestras bioldgicas: sangre (104), fluidos bucales (105), orina
(106,107) y heces (108,109). Ademas, se ha demostrado que la conservacion de las
muestras en papel de filtro retrasa los procesos de degradacién que pueden

experimentar los analitos presentes en las muestras clinicas (110).

La recogida de sangre en papel de filtro, conocida como DBS (del inglés, Dried
Blood Spot), es un método muy utilizado para la obtencion, el transporte a
temperatura ambiente y almacenamiento a largo plazo de las muestras (104). Esto
supone una gran ventaja para la realizacion de estudios en paises en vias de desarrollo
donde no existen equipos para el procesamiento o almacenamiento en frio de las
muestras de sangre. Ademds, hoy en dia, los DBSs se consideran ‘material no
infeccioso’ segun un informe aprobado por la OMS y la Asociacién Internacional de
Transporte Aéreo (IATA) (111), lo que supone un gran avance para el transporte de

muestras desde dreas rurales hasta laboratorios de referencia para su posterior andlisis.

Numerosos estudios demuestran la eficacia del uso de los DBSs en el
diagndstico de agentes infecciosos como virus, bacterias y pardsitos (104), en estudios
de genotipado (112), en cuantificacion de carga viral (113) y en monitorizacién
terapéutica de medicamentos (114). Asimismo, los DBSs han sido utilizados con éxito
en estudios de campo para la deteccion de Plasmodium spp. mediante LAMP llevados
a cabo en Brasil, Zanzibar y Gambia (115-117). También se ha demostrado su eficacia

en el almacenamiento a largo plazo en un estudio dirigido a la deteccion mediante
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LAMP de T. brucei rhodesiense/gambiense, en el que se obtuvieron porcentajes de

sensibilidad del 93,8% utilizando DBSs que llevaban almacenados 1 ano a 4eC (118).

1.3.1.2. Extraccion y purificacion de dcidos nucleicos

Actualmente, el proceso de purificacion de dcidos nucleicos se considera el
principal cuello de botella que impide el acercamiento real de las técnicas moleculares
a los lugares donde los recursos son limitados y los laboratorios no estdn equipados.
Como se ha comentado anteriormente, la tecnologia LAMP es menos susceptible a
las posibles sustancias inhibidoras presentes en algunas muestras clinicas. En este
sentido, el LAMP puede combinarse con métodos de extracciéon simple, desde

métodos cldsicos hasta el uso de kits extraccion rdpida (Tabla 3).

Un método cldsico ampliamente utilizado en biologfa molecular es la
extraccion con fenol-cloroformo (119). Brevemente, se afiade un tampdn de lisis a la
muestra y se centrifuga. A continuacidn, se afiade fenol-cloroformo y se produce una
separacion de fases segun la densidad (fase acuosa y fase orgdnica). Por dltimo, se
realiza una precipitacion con isopropanol para la recuperacion de los dcidos nucleicos.
Este método fue utilizado en un estudio de campo llevado a cabo por nuestro grupo
de investigacion en Umbuzeiro, Brasil, para la deteccién mediante la técnica LAMP

de Schistosoma mansoni a partir de muestras de heces (120).

La extraccién simple con metanol y calor también se ha empleado junto con
la técnica LAMP en un estudio llevado a cabo en Gambia para la deteccién de ADN
de Plasmodium falciparum a partir de los DBSs (117). Brevemente, se perforaron 3 mm
de los DBSs, se afiadié metanol y se incubd a temperatura ambiente durante 10 min.
Posteriormente, se elimind el metanol y se dejo secar antes de la adicién de agua
destilada. Finalmente, los discos perforados se trituraron y se calentaron a 952C
durante 10 min. El sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo para ser utilizado como

molde en la amplificacién.

Los métodos simples de calentamiento de la muestra son los mds utilizados
en la técnica LAMP. El método “Boil and Spin” consiste en anadir un tampdn de
lisis (400mM NaCl, 40 mM Tris pH 6,5 y 0,4% SDS) a la muestra, calentar a 952C
durante 5 min y centrifugar a 10.000 g durante 3 min (58). Finalmente, el
sobrenadante obtenido se transfiere a un tubo de elucién que contiene agua ultrapura.

Este método ha sido utilizado en numerosos estudios de campo para la deteccién de
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Plasmodium spp. en zonas endémicas de malaria como el Amazonas Peruano, Uganda,
Zanzibar y Brasil (58,115,121-123). También se ha usado para la deteccidon de
Onchocerca volvulus en moscas Simulium spp. (124). La extraccion con resina Chelex-
100 es un método sencillo, rdpido y econédmico. No existe un protocolo estindar;
algunos autores anaden a la muestra Chelex-100 al 20% e incuban a 562C durante 20
min seguido de otra incubacion a 100eC durante 10 min (125). Otros autores afiaden
Chelex-100 al 5% vy realizan la incubacién a 90eC durante 30 min (118). Tras las
incubaciones, generalmente se centrifuga a 13.000 rpm durante 10 min y se transfiere
el sobrenadante a un tubo limpio. Lim y colaboradores desarrollaron un método de
ebullicion con Chelex-100 al 10% para la extraccion de ADN de Candida spp. en
muestras de sangre (126). Una vez afiadido el Chelex-100 al 10%, se incubd a 1002C
durante 10 min y esta mezcla se filtré a través de una membrana de policarbonato de
3 pm dispuesta en un tubo SEPARA® (GVS, Bolonia, Italia) para retener la resina
Chelex-100. En este estudio se obtuvieron resultados de sensibilidad y especificidad
del 100%. Este método simple también ha sido utilizado para la extraccion de ARN
de muestras de aspirados nasofaringeos para el diagndstico de la tos ferina (125),
muestras cervicales para la deteccién de hasta 7 subtipos diferentes del virus del
papiloma humano (VPH) (127) y muestras de sangre recogidas en los DBSs para la
deteccion de Trypanosoma brucei rbodesiense/gambiense (118). El método de lisis
alcalina consiste en la adicién a la muestra de NaOH seguida de una incubacién a
992C durante 10 min. Se ha utilizado en estudios de campo realizados en Kenia para
la extraccién de ADN de quistes de Echinococcus granulosus (128), huevos de Trichuris
truchiura (129) y huevos de Ascaris lumbricoides (130). Su funcionalidad también se ha

probado para la extraccion de ADN de gusanos adultos de Taenza spp. (131).

Entre los métodos simples de calentamiento de la muestra, destacamos el
método “Rapid-Heat LAMPellet” (RHE-LAMP) utilizado por nuestro grupo de
investigacion para la detecciéon de ADN de S. haematobium mediante LAMP en
muestras clinicas de orina (132). En el estudio, las muestras de orina se calentaron
durante 15 minutos a 952C sin anadir ningun reactivo previo. Con este procedimiento
se llego a obtener un limite de deteccion de 1fg/pL. La funcionalidad de este método
de extraccién se comprobd en condiciones de campo en una zona rural de Cubal
(Angola) para el diagndstico mediante LAMP de la esquistosomosis urogenital. La
prevalencia obtenida por LAMP fue significativamente mayor que la obtenida por

microscopia (63,4% vs. 50,6%)(133).
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Por ultimo, existen kits comerciales que permiten la extraccién y purificacion
de 4cidos nucleicos a partir de todo tipo de muestras clinicas. Estos kits son muy
utilizados en laboratorios de referencia. Sin embargo, su elevado coste y la necesidad
de cierta infraestructura (p.ej., centrifugas) dificulta su uso en paises con bajos
recursos. La empresa Eiken Chemical (Eiken Chemical Co., Ltd., Tokio, Japon),
desarrollé el kit de extraccion simple LoopAmp™ PURE-DNA para su uso
combinado con la técnica LAMP. Este kit comercial solo requiere de un termobloque
o incubadora, evitando el uso de centrifugas. Los detalles del contenido del k:t y los
procedimientos se encuentran disponibles en
https://www.eiken.co.jp/uploads/IFU/380237-C_en_20220301.pdf. Su funcionalidad
ha sido validada con éxito para la extraccion de ADN a partir de DBSs (134), de
muestras de sangre total (122) y de muestras de orina en papel de filtro (107). Ademds,
se ha utilizado en estudios llevados a cabo en zonas rurales con bajos recursos como
Uganda y Ghana para la deteccion de P. falciparum (122) y Schistosoma haematobium/S.

mansont (107).

Tabla 3. Métodos simples de extraccién y purificacién de ADN y/o ARN combinados con la tecnologia

LAMP utilizados en diferentes estudios.

Método de Patégeno Tipo de Sensibilidad/ Muestras  Estudio de

.z , . ., , . Ref.
extraccion detectado muestra limite deteccién clinicas campo
] v
S. mansoni Heces 92,86 % v ) (120)
Brasil
Fenol- ADN
T. bruce: .. 0,01 pg/ pL x x (135)
cloroformo genémico
Cryptosporidium spp. Ooquistes 0,02 ng/ uL v x (136)
Metanol y 4
P. falci, DBS 2 % v 117
calor Jalciparum 72 % Gambia (117)
P, di v
asmo Z?m PPy Sangre 91,8 % v Amazonas (58)
P. falciparum
Peruano
) v
P. falciparum Sangre 93,9 % v (122)
. . Uganda
Boil and Spin v
P. falct P. falct : 100 %
Ja czgarum y Sangre Ja afb arum ’ v Amazonas (121)
P. vivax P. vivax: 99,4 %
Peruano
] v
Plasmodium spp. Sangre 83,8 % v ; (123)
Zanzibar
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Plasmodium spp., v
P. falci DBS 1% v 11
fa ctpfzrum y 94,1 % Brasil (115)
P. vivax
P. ovale Sangre 100 % v x (137)
O. volvulus Mosca negra 0,01 ng/100 moscas x x (124)
Candida spp. Sangre 100 % v x (126)
Virus del papiloma Teji'do 100 % v x (127)
humano cervical
Chelex-100 Bordetella lilyertusis Aspiriado 92.59 06 v < (125)
(tos ferina) nasofaringeo
) ] ) 0
T. brucer ‘ DBS SRA-LAMP: 93,8 % v < (118)
rhodesiense/gambiense RIME-LAMP: 95,3 %
. / ‘/
0,
E. granulosus Quistes 95,2 % Kenia (128)
. v
T. trichiura Huevos 77 % v . (129)
Kenia
Lisis alcalina v
A. lumbricoides Huevos 10.8 ng/uL v . (130)
Kenia
Gusano
Taenia spp. NT v x 131
aenia spp 2dulto (131)
. . v
RHE-LAMP S. haematobium Orina 100 % v (133)
Angola

Plasmodium spp.
Plasmodium spp.y asmodium spp

. fueiparum DBS 96,96 % v x (134)
Jatap P. falciparum: 97,82 %
LoopAmp™ v
P. falci 0 v
PURE-DNA falciparum Sangre 93,3 % Uganda (122)
. Orina en .
S. haematobium S. haematobium: 100 % v v
) papel de ) (107)
S. mansoni fle S. mansoni: 99 % Ghana
iltro

DBS, Dried Blood Spot; RHE-LAMP, Rapid-Heat LAMPellet method. "NT, No Testado. v Indica: estudio realizado en condiciones
de campo/probada su funcionalidad en muestras clinicas; ¥ Indica: estudio no realizado en condiciones de campo/no probada su
funcionalidad en muestras clinicas.

1.3.2. Reactivos estabilizados o “listos para su uso”

El mantenimiento de la cadena de frio para preservar los reactivos de LAMP es

uno de los principales obstdculos para su aplicacion en condiciones de campo. Por
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ello, uno de los aspectos en los que se estd trabajando actualmente es el desarrollo de
mezclas de reaccion que contengan los reactivos en un formado “listo para su uso”,
estables a temperatura ambiente para una aplicacién rdpida y sencilla. Los dos
procedimientos mds comunmente utilizados para la estabilizacién de los reactivos
LAMP son el secado al vacio -con o sin sustancias crioprotectoras- (138) y la
liofilizacion (139). Numerosas casas comerciales ya han disefiado kz#s “listos para su
uso” que incorporan los reactivos necesarios (a excepcion de los primers especificos)
para llevar a cabo una reaccion LAMP. Los mds utilizados en los distintos estudios
son: “WarmStart® Colorimetric LAMP 2X Master Mix” (New England Biolabs,
Massachusetts, Estados Unidos) y LoopAmp™ kit (Eiken Chemical Co., Ltd., Tokio,
Japon). Estos kits facilitan que personal no especializado pueda realizar ficilmente un

diagndstico mediante LAMP, cumpliendo asi con el criterio “User-Friendly”.

El “WarmStart® Colorimetric LAMP 2X Master Mix” kit contiene phenol red
como indicador de pH, que produce un cambio colorimétrico de rosa (negativo) a
amarillo (positivo) permitiendo la interpretacion sencilla de los resultados. Su
funcionalidad ha sido evaluada para la deteccién de Plasmodium spp. utilizando
muestras de sangre fresca (140), de Mycobacterium tuberculosis utilizando muestras de
esputo (141) y de Cryptosporidium spp. en muestras ambientales (136). Esta misma
empresa dispone del kit SARS-CoV-2 Rapid Colorimetric LAMP assay kit (New England
Biolabs, Massachusetts, Estados Unidos) para la deteccion rdpida (30 min) y simple
del virus SARS-CoV-2 (142).

El LoopAmp™ kit (Eiken Chemical Co., Ltd., Jap6n) estd aprobado por la
Fundacion para la Obtencién de Medios de Diagndstico Innovadores (FIND). El kzz
contiene una mezcla de reaccidn estandar (sin primers) para llevar a cabo una reaccion
LAMP. Algunos kits, incorporan los primes especificos, como es el caso del Looamp™
malaria detection kit y Loopamp™ MTBC detection kit, para la deteccién de Plasmodium
spp. Y Mycobacterium tuberculosis, respectivamente. La visualizacién de los resultados
es a simple vista mediante turbidez o indicadores metdlicos como la calceina (143). Se
han validado utilizando muestras de sangre fresca para la deteccion de Trypanosoma
brucei (144), Trypanosoma cruzi (145,146) y Plasmodium spp. (58,137,147), DBSs para
la deteccidn de Loa loa (148) y Plasmodium spp. (134), y en muestras de esputo para
detectar Mycobacterium tuberculosis (149). Ademds, su funcionamiento se ha evaluado
utilizando métodos simples y econdmicos de extraccion y purificacion de ADN como

el “Boil and Spin” comentado anteriormente (58,137). Cabe mencionar que ha sido
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recomendado por la OMS para el diagndstico de la tuberculosis (150) y de la

leishmaniosis visceral (151).

Nuestro grupo de investigacion desarrollé un protocolo sencillo y rdpido (30
min) de secado al vacio para la estabilizaciéon de mezclas de reaccién LAMP utilizando
trehalosa como crioprotector que fue evaluado en la amplificaciéon de ADN de
Schistosoma mansoni (152). Este protocolo de estabilizacion permitié almacenar los
reactivos sin pérdida de funcionalidad durante 3 semanas a temperatura ambiente y
hasta 5 meses a 42C. En un estudio posterior, se consiguié mejorar el proceso de
estabilizacidn realizando el proceso de secado en la tapa y en el fondo del tubo de
reaccion (153). Este procedimiento se evalud en la deteccion de ARN de SARS-CoV-
2, observandose ademds que el proceso de retrotranscripcion previo a la amplificacion
LAMP no se vio afectado por la estabilizacion previa de los reactivos. Mds
recientemente, este proceso de estabilizacidn se ha aplicado con éxito en un ensayo
DARQ-LAMP duplex para la deteccién simultinea de ADN de S. mansoni y
Strongyloides spp. (154).

1.3.3. Soportes y dispositivos para la aplicacion point-of-care de la técnica
LAMP

La tecnologia LAMP no es completamente “Equipment-free”, pero si puede
reducir mucho el uso de equipos sofisticados. Numerosos investigadores se han
centrado en los ultimos afios en el desarrollo de soportes y dispositivos independientes
de la electricidad, portétiles y sencillos de utilizar para facilitar la aplicacién del LAMP

como método de diagndstico POC.

1.3.3.1. NINA (Non-instrumented nucleic acid amplification)

En el ano 2010, el Programa de Tecnologfa Sanitaria Apropiada (PATH)
(Seattle, USA) desarroll6 el primer prototipo de dispositivo NINA (Non-instrumented
nucleic acid amplification) para la amplificacion isotérmica de dcidos nucleicos (155).
Este dispositivo no requiere electricidad ya que la generacion de calor se produce
gracias a una reaccion quimica exotérmica. Ademds, la ejecucion de la reaccion LAMP
en un dispositivo NINA es rdpida, no requiere personal técnico especializado y la
interpretacién de los resultados se lleva a cabo mediante turbidez, fluorescencia o
cambio colorimétrico. Este prototipo se evalud con distintas diluciones de ADN

genémico de P. falciparum para su validacién en el diagndstico de la malaria (155,156).
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Se obtuvieron limites de deteccion de 1 pg/pL en tan solo 41 min de reaccion y se
demostrd la ficil interpretacidn de los resultados mediante turbidez y fluorescencia

(155,156).

Desde su desarrollo, esta plataforma ha sido probada con éxito para la
deteccion de diferentes especies de filarias como Brugia malayr, Onchocerca volvulus 'y
Wuchereria bancrofti (157). Ademds, se ha probado su funcionalidad utilizando
métodos simples de purificaciéon de ADN como el “Bozl and Spin” (158,159). Sin
embargo, hasta la fecha, solo hay descrito un estudio que utilice un dispositivo NINA
en un entorno de escasos recursos. Este estudio fue llevado a cabo en Etiopia para la
deteccion de Plasmodium spp. en muestras de sangre (158). Ademds, los ensayos de

validacion en muestras clinicas todavia son muy limitados.

En la tabla 4 se muestran los estudios que han utilizado una plataforma NINA
para la amplificacién isotérmica de dcidos nucleicos mediante la técnica LAMP. Se
indican algunos aspectos relevantes de cada estudio, incluyendo el pardsito que
detectan, el tipo de muestra empleado, el método de extraccién de ADN, el
mecanismo de deteccién de los productos amplificados, el método de visualizacion
de los resultados, el tiempo de duracidn, el Iimite de deteccidn, validacion en muestras

clinicas y su utilizacion en condiciones de campo.
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Tabla 4. Estudios que utilizan dispositivos NINA (Non-instrumented nucleic acid amplification) para la deteccién de diferentes especies de pardsitos.

L. ] Extraccion . ., Visualizacion  Tiempo Limite de Estudio Muestras ]
Parasito Tipo muestra Mecanismo de deteccién ] ., L. Estudio
ADN resultados (min)*  deteccion de campo clinicas
Precipitado de magnesio Turbid
urbidez
P. falciparum ADN genémico Sin extraccién Reactivo no intercalante . 41 1 pg/pL x x (155,156)
, Fluorescencia
(Calceina)
Plasmodi : : . , . v
@SIEOGIIN SPP- ¥ Sangre Botl and Spin Precipitado de magnesio Turbidez 40 NA ., 4 (158)
P. falciparum Etiopia
Plasmodium spp. Sangre Boil and Spin Precipitado de magnesio Turbidez 40 NA x 4 (159)
) Mosquito, . . Indicador de pH (phenol Cambio
B. mal, Kt 1 40 1 L x x
masay Aedes albopictus i comereia red/neutral red) colorimétrico pe/h
M Indicador de pH (phenol Cambi
O. volvulus osca negra Kit comercial ndicador de pH (phero a.m ,10, 70 0,01 ng/pL x x (157)
S. squamosum red/neutral red) colorimétrico
: . . . Indicador de pH (phenol Cambio
W. b 1 ADN 5 Kit | 40 0,1 L X X
ancrofti genomco it comercia red/neutral red) colorimétrico pg/h

2 Tiempo empleado de reaccién LAMP en un dispositivo NINA, sin incluir el proceso previo de extracciéon de ADN. v Indica: estudio realizado en condiciones de campo/probada su
funcionalidad en muestras clinicas; * Indica: estudio no realizado en condiciones de campo/no probada su funcionalidad en muestras clinicas.
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1.3.3.2. LAMP y Lateral Flow assay (LFA)

La técnica LAMP-LFA es una combinacion de un ensayo LAMP y una prueba
inmunocromatogréfica, sencilla y ficil de utilizar. En la figura 3A se muestra un
esquema de su funcionamiento. En esta técnica, los primers para realizar el LAMP son
modificados generalmente con isotiocianato de fluoresceina (FITC) y biotina (78). La
tira inmunocromatografica consta de una almohadilla de conjugacién con
anticuerpos-FITC marcados con nanoparticulas de oro (Anti-FITC-AuNP), una linea
de prueba con anti-biotina (estreptavidina) y una linea de control con anticuerpos
frente a anti-FITC. Tras la reaccion de LAMP, la mezcla se deposita en la almohadilla
de conjugacién y cuando los amplicones generados avanzan por capilaridad, éstos se
unen a los Anti-FITC-AuNP, resultando el complejo capturado por la biotina en la
linea de prueba para generar un resultado legible mediante las nanoparticulas. Si no
se generan amplicones, los Anti-FITC-AuNP se capturan en la linea de control por el
anticuerpo anti-FITC (78,100). Esta prueba ha sido validada para la deteccién de
diferentes especies de pardsitos (ver tabla §), como Plasmodium spp., P. falciparum, P.
vivax 'y P. knowlesi (160), Trypanosoma brucei (161), Toxoplasma gondi (162),
Paragonimus westermani (163), Echinococcus granulosus (128), Babesia bovis y B. bigemina
(164) y Cryptosporidium spp. (165). También para la deteccion de virus, como el virus
del Nilo occidental (166).

Ademds, se han llevado a cabo estudios de detecciéon multiple (Figura 3B y
tabla 5). En un estudio se disenié un LAMP-LFA multiple para la deteccién
simultdnea de Salmonella spp., Cronobacter spp.y Staphylococcus aureus (167). Para ello,
se modificaron los primers BIP de las tres especies con FITC vy el primer FIP de cada
una de las especies con biotina (Salmonella spp.), digoxina (Cronobacter spp.) y Texas
Red (S. aureus). La amplificacién se produjo cuando los Anti-FITC-AuNP se unieron
al amplicdn. Este fue capturado secuencialmente por las lineas de prueba recubiertas
con estreptavidina, anticuerpo anti-digoxina y anticuerpo anti-Texas Red,
visualizando la linea roja gracias a las nanoparticulas. Todo el proceso de
amplificacién y posterior visualizacion de los resultados se llevé a cabo en 1 hora. Se
obtuvieron limites de deteccidn para Salmonella spp., Cronobacter spp. y S. aureus de
4,2, 2,6 y 3,4 cfu/g, respectivamente (167). Este tipo de deteccién multiple se ha
probado también con éxito para la deteccion simultdnea de E. histolytica y E.

dispar/moshkovskii (168).
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® d
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de conjugacién

Figura 3. Representacién gréfica del mecanismo de funcionamiento de la técnica LAMP-LFA. A)
Deteccién visual simple de los productos LAMP. B) Deteccién visual multiple de los productos LAMP.
FITC: isotiocianato de fluoresceina; Anti-FITC-AuNP: anticuerpos-FITC marcados con nanoparticulas

de oro; L1, L2, L3: Lineas de prueba.
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Tabla 5. Estudios que utilizan la técnica LAMP en combinacion con Lateral Flow Assays (LFA).

, . ., . . Visualizacion  Tiempo L. ., Estudio de  Muestras .
Patogeno Tipo muestra Extraccion ADN Marcaje de primers . ., Limite de deteccién , . Estudio
resultados (min) campo clinicas
Plasmodium spp.
P. falciparum, DBS Kit comercial FITC y Biotina Banda roja 42 0,01 pg/uL x 4 (160)
P. vivax
, Médula ésea y . . - .
T. brucei LCR Kit comercial FITC y Biotina Banda roja 48 0,01 tryps/mL x v (161)
T. gondi Sangre Kit comercial FITC y Biotina Banda roja 65 1 fg/uL x 4 (162)
P. westermani Sangre Kit comercial FITC y Biotina Banda roja 90 2,7 fg/uL x v (163)
B. bovi: ADN B. bovis 0,14 fg/ uL y B.
.ovzs Y L. Kit comercial FITC y Biotina Banda roja 70 .oyzs . g'uly x v (164)
B. bigemina gendémico bigemina 0,85 fg/uL
st v
E. granulosus hig:tlfsdiecsos Lisis alcalina FITC y Biotina Banda roja 45 10 fg/pL Kenia 4 (128)
Cryptosporidium spp. Heces Kit comercial FITC y Biotina Banda roja 75 100 ooquistes/mL Nairobi v (165)
airobi
Virus del Nil
1rus. e Suero y plasma Kit comercial FAM y Biotina Banda roja 45 10 copias ARN x 4 (166)
Occidental
E. histolyti ADN Smi FITC, Biotina, y T .
. wroyreay .. genomico Kit comercial fotna, y fexas Bandas rojas 70 10 trofozoitos x v (168)
E. dispar/moshkovskir” Heces Red
Salmonella spp., L Salmonella: 4,2 cfu/g;
. . . FITC, Biotina, .
Cronobacter spp., Cultivo Kit comercial L. Bandas rojas 60 Cronobacter: 2,6 cfu/g; x X (167)
Digoxina y Texas Red
S. aureus® S. aureus: 3,4 cfu/g

DBS: Dried Blood Spot; LCR: Liquido Cefalorraquideo; FITC: Isotiocianato de Fluorescefna. * Estudios donde desarrollan un LAMP-LFA multiple. ® Tiempo empleado para llevar a cabo una

reaccién LAMP y la visualizacién de la banda, no incluye el proceso previo de extraccién de ADN/ARN. v Indica: estudio realizado en condiciones de campo/probada su funcionalidad en

muestras clinicas; ¥ Indica: estudio no realizado en condiciones de campo/no probada su funcionalidad en muestras clinicas.
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1.3.3.3. Chips microfluidicos o “lab-on-a-chip”

En los dltimos anos, los sistemas microfluidicos o “lab-on-a-chip” en
combinacion con la tecnologfa LAMP han cobrado gran relevancia como método de
diagnéstico POC. En estos sistemas, la reaccion tiene lugar en una microcdmara o
microcanal y la temperatura constante puede ser proporcionada por un calentador de
pelicula delgada y controlada por un termopar (sensor de temperatura) (169).
Ademads, pueden integrar desde la purificacidn de los dcidos nucleicos hasta el proceso
de amplificacién en un solo semiconductor con maltiples circuitos integrados o ‘chip’
(170). Presentan ventajas como la miniaturizacidn, la disminucién del consumo de
reactivos, la portabilidad y la deteccidn rdpida del patégeno de interés (170). Existen
distintos tipos de chips microfluidicos que se han utilizado en la deteccion de
patdgenos: cldsicos, en papel y digitales. En la tabla 6 se muestran algunos estudios
que utilizan este tipo de chips microfluidicos. Se indican algunos aspectos relevantes
como el patdgeno que detectan, el tipo de muestra, la extracciéon de ADN y/o ARN,
el método de deteccion de los productos de amplificacion, la visualizacién de los
resultados, el tiempo total, el Iimite de deteccidn y, por ultimo, si se han validado

utilizando muestras clinicas.
1.3.3.3.1 Chips microfluidicos cldsicos

Los chips microfluidicos cldsicos basados en el uso de polimetacrilato de metilo
(PMMA) y polidimetilsiloxano (PDMS) son los mds comunes (100). El chzp de PMMA
ha sido utilizado para la deteccién simultdnea de P. falciparum, P. vivax y cuatro
especies de vectores transmisores (Anopheles sinensis, An. lesters, An. dirus y An.
minimus)(171). Este sistema se compone de un canal de inyeccién, un orificio de
ventilacion y 8 pocillos de reaccion. Cada pocillo contiene un juego de primers fijados
para cada una de las especies. La mezcla de reaccion se introdujo en el canal de
inyeccién y se sellé con una membrana de presidn. Posteriormente, tras el proceso de
incubacion, los resultados se observaron a simple vista mediante cambio
colorimétrico gracias a la adicién previa de HNB a la mezcla de reaccién. Para la
puesta a punto se utilizé ADN genomico de las especies indicadas y se obtuvo un
limite de deteccidn de 1pg/uL. Ademds, se evalud su precision mediante el andlisis de

48 muestras de ADN de Anopbheles spp., de las cuales 30 resultaron positivas.
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Por otro lado, estos chips también se han desarrollado para la deteccion de
algunos virus como el SARS-CoV-2. Es el caso del chip microfluidico de PMMA
compuesto por 9 cdmaras (una cdmara de carga de muestra, siete de lavado y una de
deteccion) (172) que integra la extraccién de ARN con microesferas magnéticas. Para
ello, se utiliz6 un imdn de neodimio-hierro-boro que proporcioné una fuerza
magnética capaz de arrastrar las microesferas magnéticas unidas al ARN. Estas fueron
arrastradas por las diferentes cimaras de lavado hasta la cdmara de deteccién, donde
se llevo a cabo la reaccidn. Su funcionalidad se probé utilizando muestras de esputo
artificialmente contaminadas con ARN gendmico del virus. Los resultados se
detectaron a simple vista mediante cambio colorimétrico utilizando un indicador de
pH y se obtuvieron limites de deteccidon de 470 copias/mL en un tiempo total de 60

min.
1.3.3.3.2 Chips microfluidicos basados en papel

Como se ha mencionado anteriormente, el uso del papel de filtro tiene
numerosas ventajas debido a su utilidad en la recogida, almacenamiento y transporte
de muestras clinicas, y su capacidad de capturar y aislar el ADN (ver “1.3.1.1.
Almacenamiento y transporte de muestras clinicas”). Estas ventajas han llevado a un
creciente interés en el desarrollo de sistemas LAMP en chips microfluidicos basados
en papel. Los tipos de papel mds utilizados son los de nitrocelulosa FTA (del inglés,

Flinders Technology Associates) o los de fibra de vidrio (Zhang et al., 2019).

Un ejemplo de este tipo de chip es el disefiado para la deteccién de ADN de
Schistosoma mansont en suero y plasma de ratones infectados experimentalmente en el
laboratorio (174). Este chip estd formado por tres cdmaras de amplificaciéon que
contienen en su extremo un papel de membrana de silice para la unién de los dcidos
nucleicos. Brevemente, se anadieron las muestras de suero y plasma junto con un
buffer de lavado. Los dcidos nucleicos se unieron a la membrana de silice debido a la
presencia de sales caotrdpicas presentes en el buffer. A continuacion, se introdujeron
en la cdmara de amplificacion las mezclas maestras para llevar a cabo la reaccién
LAMP. El chip se coloco en un dispositivo portétil personalizado que llevaba acoplado
un sistema de calentamiento y un microscopio USB portdtil de fluorescencia
conectado a un ordenador. Las imagenes obtenidas se procesaron en el ordenador y

se obtuvo una sefial de fluorescencia de cada imagen, generando asi una curva tipica

54



Capitulo I: Introduccion

de amplificacion a tiempo real. Se observaron limites de deteccién de 0.5 fg/pL de

ADN gendmico de S. mansoni.

Los chips microfluidicos basados en papel también han sido utilizados para la
deteccidn de ARN del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) en muestras de
saliva, como el chip desarrollado por Liu y colaboradores compuesto por una sola
camara de reaccién con una membrana integrada de FTA (175). Este se coloca en un
soporte equipado con un calentador de lamina delgada y un termopar. Para llevar a
cabo el proceso de extraccion y amplificacidn, se anadi6 la muestra y se filtrd a través
de la membrana FTA, capaz de aislar y concentrar las moléculas de ARN de la
muestra. A continuacién, la membrana FTA se lavo dos veces y se dejé secar. Por
ultimo, se afiadi6 la mezcla maestra del LAMP en la cimara de reaccidn para realizar
la amplificacidn. Para la visualizacion de los resultados se utilizé un detector éptico
portdtil y compacto ESE (Fluo Sens SD 003, ESE GmbH, Stockack, Alemania) situado
en el soporte del chip, que detectd la sefial de fluorescencia y permitid su lectura a
tiempo real. Se obtuvieron limites de deteccidn inferiores a 10 particulas de VIH por

reaccion en menos de 40 min.
1.3.3.3.3 Chips microfluidicos digitales

La microfluidica digital es una tecnologia de manejo de liquidos que permite
el control individual de microgotas en una matriz abierta de electrodos (176). Un
ejemplo de esta tecnologia es el chip digital disenado para la deteccion mediante
LAMP de Trypanosoma brucei utilizando sondas de baliza molecular (177). Este
sistema digital microfluidico estd formado por 8 pocillos de reaccion y consta de un
soporte para el chip con un calentador cerdmico y un médulo generador de senales
para el transporte de las gotas. Dispone de un microscopio de fluorescencia para
monitorizar las sefiales producidas por el intercalante SYBR® Green I a tiempo real.
La especificidad se confirma mediante el andlisis de la curva de melting utilizando una
sonda de baliza molecular de baja Tm. El sistema permitio realizar el LAMP en tan
solo 1 pL de volumen de reaccion con un limite de deteccion de ADN genémico de

T. brucei de 10 copias/reaccion.

Dos aflos después se dised el LampPort, un dispositivo microfluidico digital
portétil para la amplificacion isotérmica de T. bruce: (178). El dispositivo LampPort

estd formado por un chip con 6 pocillos de reaccién, una placa control montada junto
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con el soporte del chzip y un médulo generador de senales. Ademds, lleva insertado un
termopar para controlar y estabilizar la temperatura a 65¢C. Para su puesta a punto,
se utilizd un volumen de mezcla de reaccidn de 2 pL y la visualizacion de los
resultados se realizé a simple vista mediante la adicién de una gota de SYBR® Green
I a término de la reaccion, favoreciendo asi su uso como dispositivo POC. Se obtuvo

un limite de deteccion de 40 copias de ADN gendmico de T. bruce:.

En resumen, aunque los nuevos sistemas microfluidicos muestran resultados
prometedores en cuanto a portabilidad, disminucién del consumo de reactivos,
independencia de electricidad y alta sensibilidad para su uso como diagnéstico POC,
se requieren mds estudios que validen su funcionalidad en muestras clinicas. Ademds,

es importante destacar que no se han utilizado en zonas endémicas.
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Tabla 6. Estudios que emplean chips microfluidicos cldsicos, en papel o digitales.

. i Extraccion , ., Visualizacion Tiempo Limitede Muestras .
Tipo Patdgeno Muestra Método de deteccion ) ., L. Estudio
ADN/ARN resultados (min)? deteccion clinicas
P. falciparum, . .
S P ADN Método de Reactivo no intercalante . L.
P. vivax, L. . Cambio colorimétrico 45 1 pg/uL v (171)
genomico extraccién simple (HNB)
Anopheles spp.
Clésico
. Indicador de pH . . . 470
SARS-CoV-2 Esputo En el chip P Cambio colorimétrico 60 . x (172)
(phenol red) copias/mL
Reactivo intercalant Fluorescencia a tiempo
) . ivo intercalan .
S. mansont Suero y plasma En el chip cactivo Intercatante real y a término de 58 0,5 fg/uL X (174)
(EvaGreen) .
reaccion
En papel
VIH Sali En el chi Reactivo intercalante Fluorescencia a tiempo 40 10 copias/ x (175)
i n
alva clebip (SYTO-9 Green) real reaccién
ADN Reactivo intercalante Fluorescencia a tiempo 10 copias/
. . . . copias
T. bruce: .. Kit comercial (SYBR Green) real y a término de 40 p , X (177)
gendmico . ., reaccién
Baliza molecular reaccion
Digital
. ADN Métod Reactivo intercalant . . . 40 ias/
T. brucet ;. e, (,) © cactivo mtercalante Cambio colorimétrico 60 COPI,aS X (178)
gendmico tradicional (SYBR Green) reaccién

2 Cuando la extraccién de ADN/ARN tiene lugar en el propio chip, el tiempo corresponde al tiempo total de extraccién y reaccion LAMP. v Indica: estudio realizado en condiciones de

campo/probada su funcionalidad en muestras clinicas; ¥ Indica: estudio no realizado en condiciones de campo/no probada su funcionalidad en muestras clinicas.
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1.3.3.4. Telefonia movil y técnica LAMP

El uso de la telefonfa mévil estd en constante crecimiento a nivel mundial. En
el afio 2020, el 67% de la poblacién mundial disponia de un teléfono mévil (179),
alcanzando hasta un 55% en Africa Subsahariana (180). Por ello, un enfoque aun mds
reciente es la combinacion de un diagndstico POC con la denominada ‘salud movil’
o mHealth (del inglés, movil health) para la mejora de las estrategias de diagndstico y
control de las enfermedades infecciosas en zonas remotas. Segun la OMS, el término
mHealth puede definirse como “la prdctica médica y sanitaria con ayuda de
dispositivos moviles como smartphones, dispositivos de monitorizacion de pacientes,
asistentes digitales personales y otros dispositivos inalambricos” (181). En la
actualidad, ya se han desarrollado pruebas diagndsticas basadas en aplicaciones de
smartphones para el diagndstico de enfermedades parasitarias. Algunas de ellas estin
basadas en la microscopia automatizada como, por ejemplo, el dispositivo CellScope
para la cuantificacién de microfilarias de Loa loa en sangre, que permite obtener los
resultados en menos de 2 min (182). Los smartphones han sido también utilizados
para la deteccion de huevos de S. haematobium (183), para la cuantificacion de ADN
de T. cruzi (184), la deteccion de quistes de G. lamblia mediante microscopia de

fluorescencia (185) y para la deteccidén de P. falciparum en frotis sanguineos (186).

Por otro lado, existen dispositivos mHealth desarrollados para utilizar con la
tecnologia LAMP (Tabla 7). La mayoria combinan una plataforma integrada para
realizar el LAMP (generalmente un chip microfluidico) y un smartphone para la
visualizacion de los resultados. La combinacion de difusometria de particulas junto
con un dispositivo smartphone se ha empleado para la deteccién de bajos niveles de
parasitemia asociados a malaria asintomadtica (187). Para ello, se utilizaron muestras
de sangre total calentada a 652C para producir la lisis de los glébulos rojos e iniciar la
reacciéon LAMP. Tras la reaccidn, los amplicones se combinaron con nanoparticulas
fluorescentes y se afiadié la mezcla a un chip microfluidico que se acoplé en un
smartphone para leer los resultados. El smartphone tomé imdgenes del movimiento
browniano de las particulas fluorescentes durante un video de 30 segundos. Las
particulas mostraron un movimiento mds rapido en ausencia de amplicones y mds
lento en presencia de amplicones (que obstaculizan el movimiento de las particulas).
Se obtuvo un limite de deteccion de 3 pardsitos/uL de sangre en 45 min sin extraccion
previa de ADN.
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En otro estudio se disenid un chzp microfluidico desechable, econdmico y ficil
de usar para la identificacién molecular de dos especies de mosquitos trasmisores de
la malaria (Anopbheles gambiae y A. arabiensis) (188). Este chip estd formado por tres
cdmaras de amplificacion, cada una de ellas con un disco de FTA para el aislamiento
del ADN. Brevemente, se afiadi6 un buffer de lisis a través de los puertos de entrada
de cada cdmara, se incubd a temperatura ambiente y, posteriormente, se realizaron
dos lavados con etanol para limpiar los discos A continuacidn, se afadieron los
reactivos del LAMP en cada cdmara de amplificacién. Los productos de amplificacion
se detectaron al finalizar la reaccién mediante SYTO-9 Green y una luz LED azul con
una longitud de onda de excitacidn de 470 nm. Se utilizé un smartphone para la toma

de imdgenes, el registro de los resultados y la ubicacion geografica de la prueba.

Esta tecnologia también se ha utilizado para la deteccion multiple de diferentes
patogenos en una misma reacciéon. Un ejemplo es la plataforma modular inalimbrica
“LAMP box” para el analisis simultdneo mediante RT-LAMP de los virus Zika, Dengue
y Chikungunya (99) utilizando la técnica QUASR (98). Esta plataforma estd formada
por un calentador isotérmico, varios pocillos para colocar los tubos, una fuente de
excitacion de luz LED y un receptor Bluetooth para el control de la reaccién mediante
un smartphone con cimara CMOS para adquirir y analizar las imdgenes de las senales

generadas en el ensayo.

Por dltimo, en un trabajo llevado a cabo por nuestro grupo de investigacion,
se desarrolld y patenté un ‘dispositivo de diagndstico de enfermedades tropicales
desatendidas (SMART-LAMP)’ para la amplificacion isotérmica de dcidos nucleicos a
tiempo real, basado en mediciones colorimétricas sencillas (valores RGB) vy
controlado por Bluetooth mediante el uso de una aplicacion (App) mévil (189). El
SMART-LAMP ha sido recientemente validado para el diagnéstico de diferentes
enfermedades infecciosas, incluyendo esquistosomosis, estrongiloidosis y COVID-19.
Ademds, se comprobd su aplicacién y funcionalidad combinado con el uso de mezclas
LAMP “listas para su uso” estabilizadas mediante secado simple en presencia de
trehalosa a temperatura ambiente. La estabilizacion de los reativos se mantuvo
funcional durante varios meses, lo que favorece su potencial aplicacién como

diagnostico POC en entornos con infraestructuras limitadas.

Como resumen general, en este apartado quedan expuestos los avances en el

diagnostico rdpido y sensible de diferentes enfermedades infecciosas mediante la
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tecnologia LAMP, asi como el intento para su acercamiento a zonas de escasos
recursos. Muchos de los ensayos LAMP descritos cumplen teéricamente con los
requisitos incluidos en el criterio REASURED, favoreciendo su aplicacién como
diagndstico POC. Sin embargo, la aplicaciéon de esta tecnologia sigue siendo
infrecuente como diagndstico de rutina en la practica clinica. Por ello, siguen siendo
necesarios mds estudios en distintos escenarios y situaciones epidemioldgicas con la
finalidad de implementarla no solo en zonas de escasos recursos, sino también como

herramienta de diagndstico molecular en laboratorios de referencia.
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Tabla 7. Estudios que utilizan telefonfa mévil en combinacién con un método LAMP para la deteccién de diferentes organismos.

Plataforma . Extraccion Método de Visualizacion  Tiempo Limite de Estudio  Muestras .
Especie Muestra ., . ., L. Estudios
LAMP ADN/ARN detecciéon resultados (min)? deteccién campo clinicas
No Nanoparticulas
Termociclador P. falciparum Sangre ., partict Fluorescencia 45 3 pardsitos/pL x v (187)
extraccion fluorescentes
Chin microfluidi Reactivo Fluorescencia a
microfluidi
pr J cror TO Anopheles spp. Mosquito En el chip intercalante término de 60 NT x x (188)
n
asado en pape (SYTO-9 Green) reaccién
. Tiempo real
S. mansoni/ Gusanos . D, 1pg/ 0,1 pg/
. .. (- . . Reactivo no (monitorizacion
Dispositivo portitil S. haematobium/ adultos/ Kit . 0,01 ng/
. . . intercalante valores RGB) / 40-60 . x v (189)
SMART-LAMP Strongyloides spp. / hisopo comercial . . 2x10? copias/
; (Verde malaquita) Cambio .
SARS-CoV-2 nasofaringeo . reaccion
colorimétrico
Fluorescencia a
Zika, Dengue y Sangre, orinay Kit FAM, Cys, . Zika: 100
LAMP b . . . té d 40 x x 99
o Chikungunya saliva comercial SYTO 9 ermino ¢ PFU/mL 59)

reaccion

NT: No testado. *En el caso de la extraccién de ADN en el propio chip, el tiempo corresponde al tiempo total de extraccién de ARN y reaccién LAMP. v Indica: estudio realizado en condiciones
de campo/probada su funcionalidad en muestras clinicas; ¥ Indica: estudio no realizado en condiciones de campo/no probada su funcionalidad en muestras clinicas.
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2.1. Hipotesis

El disefio y desarrollo de métodos LAMP para la deteccién de multiples
patogenos ya ha sido ensayado principalmente en laboratorios de referencia y, en
menor medida, en condiciones de campo. Sin embargo, existen escenarios

epidemioldgicos donde esta técnica puede ser una herramienta diagndstica de gran

utilidad.

La infeccion por Loa loa queda circunscrita a regiones concretas del continente
africano. Los métodos tradicionales de diagndstico directo presentan una gran
limitacién debido a su baja sensibilidad. En los ultimos anos se han llevado a cabo
programas de administracion masiva de firmacos para el control de filariosis en zonas
endémicas, pero su eficacia no ha sido suficientemente establecida. La técnica LAMP
podria ser de gran utilidad tanto para el diagndstico POC en zona endémica como

para el seguimiento epidemioldgico de estos programas en laboratorios de referencia.

Ante la reciente aparicién en Espafia de casos de FHCC y la necesidad de una
deteccion precoz para el diagnostico de esta enfermedad, la técnica LAMP podria ser
una herramienta de alta eficacia para establecer su evolucién y prevenir la

transmision.

Por otra parte, existen diferentes estudios de aplicacién de la técnica LAMP
para el diagndstico de malaria en zonas endémicas. Sin embargo, en algunas dreas de
alta endemicidad, como por ejemplo Angola, no se han realizado estudios

moleculares utilizando la tecnologia LAMP.
2.2. Objetivos

Estos diferentes escenarios nos conducen a plantear los objetivos de este
trabajo. Asi, el objetivo general de la Tesis Doctoral es evaluar la eficacia de la
tecnologia LAMP como método de diagndstico en diferentes contextos

epidemioldgicos.

Los objetivos especificos planteados se dirigen al desarrollo y aplicacién de
esta tecnologia como herramienta diagndstica para nuevos estudios epidemioldgicos,
ante situaciones de emergencia sanitaria o como diagnéstico POC en dreas endémicas

de enfermedad con escasos recursos.
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1) Evaluar la técnica LAMP para la deteccién de Loa loa en muestras procedentes

de zona endémica.

2) Desarrollar un método RT-LAMP para el diagndstico de la fiebre hemorragica

de Crimea-Congo.
3) Aplicar el LAMP para la deteccion POC de Plasmodium spp. en una zona

endémica de malaria y evaluar su reproducibilidad en un laboratorio de

referencia.
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RESUMEN

La loaosis es una filariosis causada por el nematodo Loa loa que afecta entre 3
y 13 millones de personas en regiones del oeste y centro de Africa. Aunque no estd
incluida en el listado de las Enfermedades Tropicales Desatendidas (del inglés, NTDs:
Neglected Tropical Diseases) figura en el programa OMS-ESPEN o ‘Proyecto Especial
Ampliado para la Eliminacion de las NTDs’.

El diagndstico de referencia es la deteccion microscopica de microfilarias (mf)
en sangre, sin embargo, es un diagndstico de escasa sensibilidad, sobre todo en
infecciones tempranas y/o con baja parasitemia. Por otro lado, la serologia tiene un
valor muy limitado y presenta reacciones cruzadas con otros helmintos. Las técnicas
moleculares, como la PCR, tienen gran sensibilidad y especificidad, pero son caras,
técnicamente complejas y requieren infraestructura no disponible en zonas
endémicas. La tecnologia LAMP presenta ventajas sobre la PCR, como mayor
sensibilidad y especificidad, rapidez, escaso equipamiento, es mds tolerante a posibles
inhibidores presentes en las muestras y los resultados pueden observarse
colorimétricamente. Ademds, la combinacién con métodos ficiles de recogida,
almacenamiento y transporte, asi como con métodos de extraccion simple de ADN
de las muestras, potencia su aplicacién como diagnéstico POC. Su uso en laboratorios

de referencia serfa también de gran utilidad para realizar estudios epidemioldgicos.

En un trabajo previo, nuestro grupo de investigacion desarrollé un método
LAMP colorimétrico altamente sensible y especifico para la deteccion de ADN de Loa
loa (Loa loa-LAMP). Hasta la fecha, no se habfa evaluado su eficacia en muestras
clinicas. En este trabajo se evaluaron muestras almacenadas en papel de filtro

procedentes de un estudio epidemioldgico realizado en Guinea Ecuatorial.

Considerando la microscopia como diagndstico de referencia, el Loa loa-LAMP
present6 una mayor sensibilidad que la microscopia y que la PCR en la deteccién del
pardsito. Ademds, los ensayos a tiempo real evidenciaron tiempos de positividad (Tp)

mds cortos para muestras con mayor microfilaremia.

De este estudio podemos concluir que: z) es posible la extraccién simple y
economica de ADN a partir de DBS para el diagndstico molecular de la loaosis, lo que
facilita la obtencion de las muestras, su transporte y su almacenamiento eficaz durante

largos periodos de tiempo; #7) en combinacion con la extraccion simple de ADN, el
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Loa loa-LAMP colorimétrico podria ser una herramienta molecular muy prometedora

para el cribado fécil, rdpido, sensible y especifico de la loaosis en zonas endémicas.

88



é%v% diagnostics

Article

Colorimetric and Real-Time Loop-Mediated Isothermal
Amplification (LAMP) for Detection of Loa loa DNA in Human

Blood Samples

Begoria Febrer-Sendra 10, Pedro Fernandez-Soto 1'*(2), Beatriz Crego-Vicente 1, Juan Garcia-Bernalt Diego 1,
Thuy-Huong Ta-Tang 2, Pedro Berzosa 2, Rufino Nguema 3, Policarpo Ncogo 34, Maria Romay-Barja 2(,

Zaida Herrador 2(), Agustin Benito 2 and Antonio Muro

check for
updates

Citation: Febrer-Sendra, B.;
Fernéndez-Soto, P.; Crego-Vicente, B.;
Diego, ].G.-B.; Ta-Tang, T.-H.;
Berzosa, P; Nguema, R.; Ncogo, P;
Romay-Barja, M.; Herrador, Z.; et al.
Colorimetric and Real-Time
Loop-Mediated Isothermal
Amplification (LAMP) for Detection
of Loa loa DNA in Human Blood
Samples. Diagnostics 2022, 12, 1079.
https://doi.org/10.3390/
diagnostics12051079

Academic Editor: Franco Falcone

Received: 28 March 2022
Accepted: 23 April 2022
Published: 25 April 2022

Publisher’s Note: MDPI stays neutral
with regard to jurisdictional claims in
published maps and institutional affil-

iations.

Copyright: © 2022 by the authors.
Licensee MDPI, Basel, Switzerland.
This article is an open access article
distributed under the terms and
conditions of the Creative Commons
Attribution (CC BY) license (https://
creativecommons.org/licenses /by /
4.0/).

1

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, 37008 Salamanca, Spain; begofebrer@usal.es (B.E-S.);

beatrizcregovic@usal.es (B.C.-V.); juanbernalt95@usal.es (J.G.-B.D.); ama@usal.es (A.M.)

2 Malaria and Neglected Tropical Diseases Laboratory, National Centre of Tropical Medicine, CIBERINFEC,

Institute of Health Carlos III, 28029 Madrid, Spain; tta@isciii.es (T.-H.T.-T.); pberzosa@isciii.es (P.B.);

mromay®@isciii.es (M.R.-B.); zherrador@isciii.es (Z.H.); abenito@isciii.es (A.B.)

National Control Programme of Onchocerciasis and Other Filariasis, Ministry of Health,

Malabo, Equatorial Guinea; rufonguema@yahoo.es (R.N.); pncogo@psglobal.es (P.N.)

4 Fundacién Estatal, Salud, Infancia y Bienestar Social, Institute of Health Carlos III (CSAI/ISCIII),
28029 Madrid, Spain

*  Correspondence: pfsoto@usal.es

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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patients are usually asymptomatic or present nonspecific manifestations. Rarely, loiasis
can cause damage in other organs [3]; although, a high Loa loa microfilaremia has been
recently associated with an increased mortality risk [4]. Despite this, loiasis has been largely
neglected as a public health problem in Africa and, even to date, the disease does not appear
on the World Health Organization’s (WHO) list of neglected tropical diseases (NTD) [2].
Loiasis actually appear in the WHO-ESPEN (Expanded Special Project for Elimination
of NTDs) program [5]. In addition, in some parts of sub-Saharan Africa, co-infections of
Loa loa with other filarial species such as Mansonella perstans are possible [6,7]. M. perstans is
considered the most common of the mansonellosis parasites (tiny fly-borne filarial nema-
todes), affecting probably more than 100 million people and with 600 million people living
at risk of infection in Africa alone [8-10]. The clinical manifestations of mansonellosis are
highly non-specific and shared with other co-infections in affected people, often making its
diagnosis go unnoticed [8].

In loiasis-endemic areas, the only diagnostic method is a microscopic examination of
a mid-day capillary blood sample for morphological identification of the Loa loa parasite.
Microscopy is time-consuming, labor-intensive, requires skilled laboratory personnel and
examines a small amount of blood, making it variable in terms of sensitivity and impractical
for mass screening [6]. In an attempt to overcome the problems of traditional microscopy,
the LoaScope, a smartphone-based video-microscope has been extensively validated to
quantify Loa loa mf in fingerstick blood without the need for sample processing or stain-
ing [11-15]. However, LoaScope is calibrated to detect high-density Loa loa microfilaremia,
and values under 150 mf/mL are considered unreliable [13,15]. In addition, the specificity
on other filariae such as Mansonella spp. have not been well studied, and because it detects
moving parasites, it can only be performed with fresh blood samples. Thus, it is considered
a useful tool to support mapping projects for ivermectin-based Mass Drug Administration
(MDA) programs, not as a diagnostic method. An alternative is serological testing, but
it has low specificity due to cross-reactivity in patients with other filarial or helminthic
infections and does not differentiate between past and current infection or quantify micro-
filaremia [16,17]. More recently, a Loa Antibody Rapid Test, commercially available as a
lateral flow assay (LFA) platform, has been evaluated for epidemiological studies and to
support mapping projects for ivermectin-based MDA programs to eliminate onchocerciasis
and lymphatic filariasis. Nevertheless, the test has not been approved for use in individual
case management [18].

In the last years, a series of polymerase chain reaction (PCR)-based molecular methods,
such as conventional PCR, nested-PCR, and real-time quantitative PCR (qQPCR), have been
developed to detect Loa loa DNA with high accuracy and more sensitivity than parasitological
and serological methods [19-21]. However, these technologies are not generally available
in low-resource clinical settings due to their technical complexity. A number of alternative
isothermal amplification methods targeting nucleic acids have been developed that offer sig-
nificant improvements over PCR-based methods [22]. One of the most widely adopted is the
loop-mediated isothermal amplification (LAMP) assay [23]. LAMP works under isothermal
conditions (demanding minimal infrastructure) and amplifies the target nucleic acid using
DNA polymerases with strand-displacement activity using a minimum of four, and up to
six, specially designed primers [23]. This unique method of nucleic acid amplification makes
the LAMP technology, compared to PCR-based methods, more sensitive, more specific, faster,
more cost-effective and permits easy end-product visualization of the reaction in the diag-
nostic scenario [24-26]. To date, LAMP technology has been described for the detection of
several filarial parasites, including Loa loa [27-29], Wuchereria bancrofti [30], Brugia spp. [31],
Onchocerca volvulus [32,33], and Mansonella perstans/ozzardi [34].

On the other hand, it is important to note that venous blood sample collection for
molecular analysis usually requires the support of health services and electricity for freeze-
storage and delivery to laboratories, and this is particularly lacking in low-resource loiasis
endemic areas. Capillary blood collection onto filter paper, known as dried blood spots
(DBS), is a cheaper, more practical and convenient method to overcome these limitations [35]
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and makes it attractive for sample collection, storage and transportation from field set-
tings [36]. It would be also desirable if these practical advantages could be accompanied
by a reliable, sensitive and cost-effective method of nucleic acid extraction [37]. Several
studies have already demonstrated the efficacy of using PCR-based methods and LAMP
assays for the detection of infectious agents—including parasites, viruses and bacteria—in
combination with simple DNA extraction methods from DBS [35,38,39]. Regarding this,
Chelex-100 resin-based DNA extraction methods are among the most widely used because
these procedures are simple, rapid, economic, involve no organic solvents and do not
require multiple tube transfers avoiding excessive handling [2,38,40—-43].

In a previous work, we developed an in-house high-sensitive and species-specific
colorimetric LAMP assay for Loa loa DNA detection. This LAMP was successfully evaluated
in the laboratory in human venous blood samples artificially contaminated with genomic
DNA extracted from a Loa loa adult worm [27]. Here, for the first time, we evaluate
our Loa loa-LAMP in a set of field-collected clinical samples, long-term stored as DBS.
Additionally, it was the first time that the Loa loa-LAMP has been evaluated in real-time
testing. The efficacy of both Loa loa-LAMP assays was compared with microscopy, as a
reference diagnostic method, and with a specific PCR/nested-PCR assay [44].

2. Materials and Methods
2.1. Ethics Statement

Samples were obtained from the Laboratory of the National Centre of Tropical Medicine’s
repository (Collection number C.0005278/ISCIII/Spain), Institute of Health Carlos 1II,
Madrid, Spain, and registered according to the Spanish Law RD 1716/2011; article 22.1.
Samples belonged to the malaria project PREMAVAL, to provide baseline data on malaria
prevalence in Equatorial Guinea. The study was approved at the time by the Minister of
Health and Social Welfare of Equatorial Guinea (MINSABS) and the Ethics Committee
of the Spanish National Health Institute, Carlos III (CEI PI 22_2013-v3). The study was
conducted in accordance with the Declaration of Helsinki. Informed consent was obtained
from caregivers interviewed, the heads of the households and all subjects involved in
the study.

2.2. Samples Obtaining and Selection

A set of 100 clinical samples were selected from a collection of DBS collected 7-years
ago in a field survey carried out in Equatorial Guinea. The samples were stored at the Lab-
oratory of the National Centre of Tropical Medicine, Institute of Health Carlos III, Madrid,
Spain. When these samples were collected, thick (20 puL) and thin (5 pL) blood smears
were first stained with 10% Giemsa solution and examined by experienced microscopists
for the morphological identification of microfilariae (mf) according to published guide-
lines [45]. Microfilaremia was expressed as microfilariae per milliliter of blood (mf/mL)
under 10x magnification and to determine the filarial species at 100 x magnification with
immersion oil. All fields were examined before declaring a slide negative. Mf densities were
the average value found between the thick and thin slides by microscopic examination. A
blood finger prick from each microscopically analyzed patient was spotted onto Whatman
903™ paper (GE Healthcare Bio-Sciences Corp, Piscataway, NJ, USA) and stored in double
zip-lock plastic bags with silica gel absorbent at —20 °C until analysis. The selected set
of 100 DBS for this work (numbered from 1 to 100) was divided into 4 groups on basis
of the microscopy findings, as follows: group 1 (n = 13) Loa loa-positive; group 2 (n = 11),
M. perstans-positive; group 3 (n = 3), Loa loa and M. perstans mixed-positive; group 4 (n = 73),
both Loa loa and M. perstans-negative. Table 1 shows the selected groups of DBS samples
included in this study indicating mf counts.
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Table 1. Dried blood samples included in this study. Sample groups (G1, G2, G3, and G4), para-
sitological findings based on microscopy of thick and thin blood smears with Giemsa stain, sample
numbers and microfilariae counts (expressed as microfilariae per milliliter of blood; mf/mL) are
indicated. PCR/nested-PCR, colorimetric and real-time LAMP results obtained in this study are
also included.

Sample Groups Paras-ito!ogical Sample mf/mL PCR/ Colorimetric  Real-Time
Finding Number Nested-PCR LAMP LAMP
18 1100 + + +
19 300 + + +
21 500 + + +
32 2200 + - -
39 3600 + + +
G1 (1 =13) Log log 48 12,200 + + +
51 400 - + +
53 500 - + +
62 2000 + + +
69 11,600 + + +
75 450 - + +
76 5600 + + +
82 1900 + + +
24 200 - + -
44 600 - - -
49 800 - + -
50 100 - - -
52 100 - + +
G2 (n=11) Mansonella perstans 54 1300 _ _ _
77 3200 - - -
78 100 - - -
79 400 - + +
83 1000 - - -
91 1000 - + +
55 200/200 - + +
G3 (n=23) Loa loa/M. perstans 70 200/200 + + +
81 6000/1500 + + +
20 - + -
42 - + -
43 - + +
45 - + +
G4 (n=73) No findings 47 i . N
68 - + -
74 - + -

Remaining nos.
up to 100

1

\
o)
o)

-70
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2.3. DNA Extraction from Dried Blood Spots

DNA was extracted at the Laboratory of the National Centre of Tropical Medicine
(CNMT, in Spanish), Institute of Health Carlos III, Madrid, Spain, via the Chelex-based
method in combination with saponin following the protocol previously described by Plowe
et al. [46] with slight modifications. Briefly, two filter paper discs of 5 mm in diameter were
punched from each DBS using a handheld paper punch and placed into a 1.5 mL tube.
Subsequently, 1 mL of 0.5% saponin (Fluka Biochemika, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Darmstadt, Germany) in autoclaved phosphate-buffered saline (PBS) 1x was added, mixed
thoroughly, and incubated overnight at 4 °C or 37 °C for 1 h. After incubation, the brown
solutions formed were aspirated and replaced with 1 mL of PBS 1x, and the tubes were
incubated at 4 °C for an additional 30 min. Meanwhile, 100 mL of 5% Chelex 100 solution
(Bio Rad, Richmond, CA, USA) in water was heated at 100 °C in a magnetic stirrer. The
PBS was removed from tubes and 200 pL of heated 5% Chelex 100 were added to the paper
discs, vortexed for 30 s, and placed in a heat-block at 98 °C for 10 min for incubation. After
centrifugation at 13,000 rpm for 2 min, supernatants were recovered and centrifuged once
again to remove any remaining Chelex 100 chelating resin before collection into clean tubes.
Those extracted DNA samples were stored at —20 °C until further molecular analysis
by PCR/nested-PCR at the laboratory of NCTM. Aliquots of 10 pL of each extracted
DNA sample were sent frozen to the Center for Research in Tropical Diseases at the
University of Salamanca (CIETUS), Salamanca, Spain, to perform molecular analysis by
Loa loa-LAMP assay.

2.4. Molecular Analysis

The 100 DBS selected in this study based on the microscopy results were analyzed in
parallel for the species-specific molecular detection of Loa loa by a PCR/nested-PCR and
both colorimetric and real-time LAMP assays following the methodology described below.

2.4.1. PCR/Nested-PCR Assay

A nested-PCR based on sequences of the repeat 3 region (15r3) of the gene encoding
a Loa loa 15-kD protein was performed at Malaria and NTDs Laboratory-CNMT, Madrid,
Spain, following the methodology described by Touré et al. (1998) [44] with slight mod-
ifications. Briefly, for initial PCR, 5 uL of template were amplified, and 2 pL of the first
amplification product was used for the nested PCR. Amplification for initial PCR (product
of 396 bp) was carried out using an Applied Biosystems GeneAmp® PCR System 2700 for
30 cycles at 94 °C for 1 min (denaturation), 65 °C for 1 min (annealing), and 72 °C for 2 min
(extension). For nested-PCR (product of 366 bp), amplification was carried out under the
same conditions, but for 25 cycles. PCR products were analyzed by a QIAxcel Advanced
automatic multicapillary electrophoresis system (QIAGEN GMBH, Hilden, Germany). For
PCR reactions, positive controls consisted of Loa loa-microscopy positive clinical samples—
first tested by filarial-real time qPCR and verified by sequencing following the methodology
described by Ta-Tang et al. [21]. Negative controls consisted of filarial-microscopy negative
clinical samples and M. perstans-microscopy positive samples from the CNMT collection.
All positive results were confirmed in duplicates.

2.4.2. Colorimetric LAMP Assay

LAMP assay based on an 839 bp Loa loa-specific repetitive DNA sequence (GenBank
accession n0.M34259.1) was performed at CIETUS, Salamanca, Spain, using the set of
primers and reaction conditions previously described elsewhere by our group [27]. Briefly,
LAMP reactions were carried out with a total of 15 puL reaction mixture containing 40 pmol
of each FIP and BIP primers, 5 pmol of each F3 and B3 primers and 0.57 uL of Bst 2.0 Warm
Start DNA polymerase (New England Biolabs Ltd., Hitchin, UK) with 1 pL of extracted
DNA as a template. Reactions were incubated at 65 °C for 50 min in a heating block
followed by heated at 80 °C for 5-10 min to stop the reaction. LAMP results were visually
detected by color change (green: positive; orange: negative) by adding 1 pL of 1:10 diluted
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10,000x concentration SYBR Green I (Invitrogen, Waltham, MA, USA) to the reaction tubes.
When required, LAMP products were monitored using 1.5 % agarose gel electrophoresis
and visualized under UV light in a transilluminator (UVP BioDoc-It? Imager, Analytik Jena).

2.4.3. Real-Time LAMP Assay

Real-time LAMP was performed with the same set of primers and reagents as the col-
orimetric LAMP, but with the addition of 0.24 uL/well of the DNA-binding dye EvaGreen
20x (BIOTIUM, San Francisco, CA, USA) to monitor the fluorescence in an Eco48 real-time
PCR system (PCRmax, Beacon Road, Stone, Staffordshire, UK) programmed at 65 °C for
60 min followed by 10 min at 80 °C to stop the reaction by enzyme inactivation.

Genomic DNA (gDNA) from a Loa loa adult worm (0.5 ng/uL), and ultrapure water
instead of the DNA template, were used as positive and negative controls, respectively, in
all LAMP trials. All positive results were confirmed in duplicates.

2.5. Statistics

To estimate the accuracy of the molecular methods as diagnostic tests, the percentages
of sensitivity, specificity, positive predictive value (PPV), negative predictive value (NPV)
and kappa index for each molecular technique in comparison to microscopy as a reference
diagnostic method were calculated using the free software WinEpi 2.0 [47]. The confidence
intervals (CI) were established at 95%. To estimate and analyze the correlation between
time to positivity (Tp) value in real-time LAMP positive assays and mf/mL a Pearson
correlation test in R statistical software 3.6.3 version was used, creating a scatter plot using
“ggplot2”, “ggpubr” and “ggrepel” packages.

3. Results
3.1. Application of Molecular Methods on Dried Blood Samples
3.1.1. PCR/Nested-PCR Assay

Amplification products of the expected size (396 bp for initial PCR and/or 366 bp
for nested-PCR) were obtained in 10/13 (76.92%) Loa loa microscopy-positive samples,
and also in 2/3 (66.66%) Loa loa and M. perstans mixed-microscopy positive samples. No
M. perstans-microscopy positive samples resulted positive for Loa loa. All Loa loa and
M. perstans-negative samples resulted negative for Loa loa in PCR assays. Overall, 12/100
(12%) DBS were positive (see Table 1).

3.1.2. Colorimetric LAMP Assay

Visual detection of LAMP results in testing DBS using the SYBR Green I dye-based
method is shown in Figure 1. LAMP detected 12/13 (92.31%) Loa loa-microscopy positive
samples (Figure 1a). Only one sample (no. 32) was missed. In addition, 3/3 (100%) Loa loa
and M. perstans-microscopy positive mixed samples and 7/73 (9.58%) microscopy negative
samples resulted LAMP-positive (Figure 1b). Surprisingly, up to 5/11 (45.45%) M. perstans-
microscopy positive samples resulted LAMP-positive for Loa loa (Figure 1c). In all, 27/100
(27%) DBS were LAMP-positive (see Table 1).

3.1.3. Real-Time LAMP Assay

Detection of Loa loa in DBS by real-time LAMP is shown in Figure 2. A positive result
was obtained in the same 12/13 (92.31%) Loa loa-microscopy positive samples than with
the colorimetric LAMP assay (Figure 2a). As for visual LAMP detection, sample no. 32 was
also missed by real-time LAMP. Moreover, 3/3 (100%) Loa loa and M. perstans-microscopy
positive mixed samples (Figure 2b) and 3/73 (4.11%) microscopy negative samples resulted
real-time LAMP positive (Figure 2c). Regarding the M. perstans-microscopy positive sam-
ples, 3/11 (27.27%) resulted positive (Figure 2d). In all, 21/27 (77.77%) DBS resulted in
real-time LAMP positive (see Table 1). In addition, for the 16 samples Loa loa-microscopy
positive (those included in group 1, except for sample no. 32, and those included in group 3)
a relationship between Tp and. mf/mL values was established. The samples with the
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highest mf counts of Loa loa in microscopic examination (nos. 48, 69 and 81) were amplified
with the shortest Tp values (Figure 3).

(a) Loa loa

C+ 18 19 21 32 39 48 51 53 62 69 75 76 82 N
(b) Loa loa + M. perstans MNS

C+ 55 170 81 N C+ 20 42 43 45 47 68 74 N
(¢) Mansonella perstans

C+ 24 44 49 50 52 54 77 78 79 83 91 N

Figure 1. Examination of dried blood samples by conventional colorimetric Loa loa-LAMP. The figure
shows the colorimetric visual detection of LAMP results in testing DBS using the SYBR Green 1
dye-based method: (a) Loa loa, Loa loa-microscopy positive samples. (b) Loa loa + M. perstans, Loa loa
and Mansonella perstans-microscopy positive mixed samples; MNS, microscopy negative samples.
(c) Mansonella perstans, M. perstans-microscopy positive samples. C+, Loa loa positive control (genomic
DNA; 0.5 ng/uL); N, negative control (ultrapure water instead DNA template).

The results of PCR/nested-PCR, colorimetric LAMP and real-time LAMP assays were
compared with microscopy as the reference diagnostic method and the overlaps are shown
using Venn diagrams in Figure 4. Up to 11 of the 16 DBS samples (68.75%) with microscopy-
positive results were positive by the three molecular tests (Figure 4a). On the other hand,
up to 72 of the 84 DBS samples (85.71%) with microscopy-negative were negative for all
detection tests performed (Figure 4b). The estimation of the accuracy of the molecular
methods applied as diagnostic tests for Loa loa detection is shown in Table 2. In summary,
LAMP assays showed the highest sensitivity (94.1%) and the PCR/nested-PCR showed the
best specificity (100%).
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Figure 2. Detection of Loa loa in dried blood samples by real-time LAMP. The figure shows the
results detected by fluorescence measured in relative fluorescence units (RFU) in a PCRmax Eco 48
Real-Time qPCR System: (a) Loa loa, Loa loa- microscopy positive samples. (b) Loa Loa+ M. perstans,
Loa loa and Mansonella perstans-microscopy positive mixed samples. (¢) MNS, microscopy negative
samples. (d) Mansonella perstans, M. perstans-microscopy positive samples. C+, Loa loa positive control
(genomic DNA;0.5 ng/uL); N, negative control (ultrapure water).

Table 2. Estimation of the accuracy of the molecular methods applied as diagnostic tests for Loa
loa. Estimation of sensitivity, specificity, positive and negative predictive values and Kappa index
by DNA amplification tests (colorimetric LAMP, real-time LAMP and PCR/nested-PCR) against
microscopy as reference diagnostic method for current study for identifying Loa loa infection in the
100 patients’ dried blood samples analyzed. PPV, positive predictive value; NPV, negative predictive
value; CI, confidence intervals; Kappa, Kappa index.

Colorimetric LAMP

Real-Time LAMP

PCR/Nested-PCR

Sensitivity (95% CI)

94.1% (81.9-105.6%)

94.1% (82.9-105.3%)

75.0% (53.8-96.2%)

Specificity (95% CI)

87.5% (78.5-93.3%)

93.3% (88.2-98.5%)

100.0%
(100.0-100.0%)

PPV (95% CI)

57.1% (36.8-74.3%)

72.7 % (54.1-91.3%)

100.0%
(100.0-100.0%)

NPV (95% CI)

98.8% (96.0-101.3%)

98.8% (96.5-101.1%)

95.5% (91.1-99.8%)

Kappa (95% CI)

62.2% (43.6-80.7%) **

76.9% (57.6-96.2%) **

83.4% (67.5-99.3%) ***

** good agreement; *** excellent agreement.
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Figure 3. Correlation chart showing the relationship between time to positivity (Tp) values and
microfilariae per milliliter (mf/mL) for the 16 samples microscopically positive for Loa loa that also
tested positive for Loa loa in real-time LAMP assays. The numbers associated with the red dots
indicate the number of the samples analyzed.

(a) POSITIVE (b) NEGATIVE
Microscopy Microscopy
n=84
0 , 0 0 6 4
0 0 0 6
0 11 0 \ 0 72 0
\
a0 | 08 0
/;
6 6 0 0 1 0 )
4 y
y 4
N ) i T y
Colorimetric LAMP  Real t;; LAMP Colorimetric LAMP Real-time LAMP
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Figure 4. Venn diagrams for four-way comparison of microscopy, colorimetric LAMP, real-time
LAMP and PCR/nested-PCR results in specific Loa loa detection: (a) Distribution of the samples with
a Loa loa positive results for at least one test. (b) Distribution of the samples with a Loa loa negative
result for at least one test.



Diagnostics 2022, 12, 1079

10 of 15

4. Discussion

Routine clinical diagnosis of human loiasis and mansonellosis depends on the de-
tection of mf on Giemsa-stained thick and thin blood slides by microscopy based on
morphological identification [6]. However, the efficacy of microscopic detection of mf is
diminished by long pre-patency, periodicity in the case of Loa loa, and mild or occult infec-
tion without microfilaremia [48]. To solve these drawbacks, a number of molecular assays,
both PCR-based and LAMP-based methods, have emerged in the last years to provide an
accurate alternative for the identification and detection of filarial parasites. PCR-based
methods, mainly real-time qPCR, are generally used in laboratories in developed countries,
while LAMP-based methods are a cheaper and easy molecular option for low-income
countries and have the potential for near point-of-care (POC) application [6].

In a previous work, our group developed an in-house colorimetric LAMP-based
method for the specific detection of Loa loa DNA. This Loa loa-LAMP achieved a very
high level of sensitivity, detecting up to 0.5 attograms (ag) of genomic DNA (which is
equivalent to 1/1.000.000th of a mf) in fresh human venous blood samples artificially
enriched with Loa loa DNA [27]. Now, in this work, we evaluate for the first time, our
Loa loa-LAMP, both colorimetric and real-time testing, in a set of 100 clinical samples
collected in a loiasis-endemic area long-term stored as DBS. The saponin/Chelex-based
method was used to extract DNA from DBS for molecular analysis. This simple chelating
resin-based procedure for DNA extraction was tried because it is cheap, fast and does not
require multiple tube transfers, which avoids potential contamination when numerous
samples need to be analyzed [40,49]. For example, the saponin/Chelex-100 DNA extraction
method has already been widely and successfully used for the isolation of malaria parasite
DNA from DBS for molecular analysis by PCR [42,43,50,51].

When analyzing DNA extracted from DBS, we obtained more LAMP-positive col-
orimetric and real-time results than PCR/nested-PCR results in samples from a group of
patients with microscopy-confirmed infection by Loa loa (12/13; 92.30% vs. 10/13; 76.92%)
and by Loa loa and M. perstans mixed infection (3/3; 100% vs. 2/3; 66.66%), respectively.
Therefore, by using a simple method involving a chelating resin in combination with a
highly sensitive molecular method, either a PCR-based or LAMP-based method, it is pos-
sible to detect Loa loa in DBS as a DNA source. However, LAMP assays showed a higher
sensitivity than PCR/nested-PCR, as seems to be demonstrated by the fact that LAMP am-
plified all five Loa loa-positive samples with a lowest-microfilariae count between 300 and
500 mf/mL (nos. 19, 21, 51, 53 and 75) while PCR/nested-PCR only achieved amplification
in two of these five samples (nos. 19 and 21). Unexpectedly, both colorimetric and real-time
LAMP assays failed to amplify 1/13 samples (no. 32) with microscopy-confirmed infection
by Loa Loa (with a high count of 2200 mf/mL), which was amplified by PCR/nested-PCR.
Honestly, we do not know what could have caused this failure. A possible explanation
for this could be associated with improper sample storage, repeated freezing and thawing
cycles for different assays, or simple sample handling errors.

Furthermore, we obtained colorimetric LAMP-positive results for Loa loa in 5/11
(45.45%) samples (nos. 24, 49, 52, 79 and 91) with only microscopy-confirmed M. perstans
infection. However, when performing the real-time LAMP assay, only 3/11 (27.27%) of
those samples (nos. 52, 79 and 91) also resulted positive, but in two of them (nos. 24 and
49) no amplification was achieved. Interestingly, we also obtained colorimetric LAMP-
positive results for Loa loa in 7/73 (9.58%) samples (nos. 20, 42, 43, 45, 47, 68 and 74) with
microscopy-negative findings, but only 3/73 (4.11%) of those samples (nos. 43, 45 and 47)
resulted positive by real-time LAMP assay. We sincerely believe that those colorimetric
LAMP-positive results obtained for Loa loa in both M. perstans microscopy-positive samples
and in samples with microscopy-negative findings could be true DNA Loa loa detection,
since coinfections with M. perstans in co-endemic areas are very common [6,52], and it is
also possible that they may have gone undetected under microscopy due to their well-
known limited sensitivity for Loa loa [53]. Moreover, the higher sensitivity of our in-house
LAMP over PCR/nested-PCR could also explain these positive results. The fact that in
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these two groups of samples (M. perstans microscopy-positive and microscopy-negative
findings), up to six samples resulted positive by conventional colorimetric Loa loa-LAMP
but not in real-time settings, could be explained because of the pre-amplified EvaGreen
fluorescent dye in the reaction mixes for real-time monitoring. It has been demonstrated
that EvaGreen is able to partially inhibit LAMP reactions by reducing both the rate and final
levels of amplification [54]. On the other hand, it might be thought that the amplification of
these samples by conventional colorimetric Loa loa-LAMP could have been non-specific
amplification or post-amplification contamination by opening the tubes and adding SYBR
Green I at the end of the reaction. However, we honestly believe that the specificity
demonstrated by our Loa loa-LAMP in its previous development and setup (with no cross-
reaction with M. perstans or Brugia pahangi, a filaria closely related to Loa loa) [27], the gentle
handling of the tubes in a laminar flow hood, and the duplicate confirmation of positive
results, rule out those possibilities.

Very interestingly, those samples with the highest mf counts of Loa loa on microscopic
examination, including samples no. 48 (12,200 mf/mL) and no. 69 (11,600 mf/mL) in
Group 1 (Loa loa microscopy-positive), and also sample no. 81 (6000 mf/mL) in Group
3 (Loa loa and M. perstans mixed infection), amplified with the shortest time to positivity
(Tp) values when performing the real-time LAMP assay: 13, 14 and 15 min, respectively.
Since serious adverse events can occur in individuals with high Loa loa mf loads due to
ivermectin administration in onchocerciasis control and elimination programmes in Central
Africa, and that the risk increases significantly when Loa loa loads exceed 8000 mf/mL [55],
real-time Loa loa-LAMP could be very useful as a diagnostic tool to detect high mf loads
(which would correlate to shorter Tp values) in infected individuals to prevent the risk of
serious reactions. Considering that real-time Loa loa-LAMP can also be easily performed
on a battery-powered handheld device for outdoor use (i.e., Genie III platform), and the
simplicity of the saponin/Chelex-based DNA extraction from a small quantity of finger-
prick blood samples stored as DBS, make this combination highly desirable as a promising
tool applicable as a POC test for molecular diagnosis of loiasis in endemic areas with
resource-limited settings.

Finally, the LAMP-positive results detected in samples with negative microscopy
results reinforce the idea that the sensitivity of our in-house Loa loa-LAMP assay (both
the colorimetric and real-time) is also higher than that of microscopy for the detection of
natural Loa loa infections in clinical samples. In this sense, our results are consistent with
those obtained in a recent study in which LAMP is also found to be more sensitive than
microscopy for the detection of experimental and natural Loa loa infections in Chrysops
vectors [56]. Overall, statistically, the conventional colorimetric Loa loa-LAMP and real-time
Loa loa-LAMP showed the highest sensitivity (94.1%) compared to microscopy; although,
PPV for colorimetric Loa loa-LAMP was low (57.1%). In our experience in the develop-
ment and application of LAMP technology for the diagnosis of parasitic infections, these
statistical results (a high sensitivity and a low PPV) are also consistent with other studies
comparing the accuracy of the LAMP assay with microscopy as a gold standard in different
types of clinical specimens, either in urine (e.g., for urinary schistosomiasis diagnosis) [57]
or feces (e.g., for amphimeriasis diagnosis) [58].

5. Conclusions

Considering the results obtained in this study when analyzing DBS samples, we
can conclude that our conventional colorimetric in-house Loa loa-LAMP assay could be a
promising molecular diagnostic tool for the easy, rapid, sensible and specific screening of
patients for loiasis in endemic areas with low-resource settings. Moreover, the real-time
Loa loa-LAMP testing (that can be easily performed in a handheld device with no electricity
requirement), could be very useful to detect people with high mf loads to define more
precisely which individuals and which communities are eligible to receive ivermectin in
MDA against onchocerciasis and lymphatic filariasis in overlapping areas with Loa loa, thus
reducing possible life-threatening complications. Further research would be desirable to
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further increase specificity (e.g., by including loop primers in the LAMP design, exploring
other potential target Loa loa-specific DNA sequences) and develop a multiplex-LAMP
that would allow for simultaneous detection of different filarial species in a single patient
sample, especially in areas where loiasis is co-endemic with other filariasis.
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RESUMEN

La Fiebre Hemorrigica de Crimea-Congo (FHCC) es una enfermedad virica
causada por el virus de Crimea-Congo (género Orthonairovirus, Familia Nazroviridae),
transmitido principalmente por picaduras de garrapatas infectadas del género
Hyalomma. En personas, el curso clinico de la FHCC varia desde casos asintomdticos
hasta casos hemorrdgicos graves, con tasas de mortalidad elevadas. Es una de las
enfermedades viricas transmitidas por garrapatas con mayor extension mundial y se
considera una enfermedad emergente en Europa occidental. En Espana,

recientemente, se han notificado 12 casos, 4 de ellos con desenlace fatal.

Durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral, se notificaron hasta 7 casos de
FHCC en la Comunidad de Castilla y Ledn. Ante la dificultad del diagndstico
microbioldgico debido al requerimiento de bioseguridad nivel 4 para gestionar las
muestras, los métodos serolégicos han sido los mds utilizados. No obstante, presentan
limitaciones por su baja disponibilidad comercial y por ofrecer resultados falsos
negativos en la fase aguda de la enfermedad. Por ello, se prefieren los métodos

moleculares. Estos suelen ser complejos y sélo disponibles en centros de referencia.

Ante esta situacidn, nos propusimos el desarrollo de un RT-LAMP dtil para la
deteccion precoz del virus de Crimea-Congo y capaz de detectar el mayor nimero
posible de genotipos. Para ello, el disefio i silico del RT-LAMP se basé en un sistema
de oligonucledtidos degenerados. Se comprobd su sensibilidad y especificidad
utilizando otros virus hemorragicos y respiratorios. Su eficacia quedé demostrada con
el andlisis de 5 casos de FHCC notificados en Castilla y Ledn durante los afios 2020-
2021 y confirmados por RT-PCR en el laboratorio de referencia del Centro Nacional
de Microbiologfa del ISCIII. Ademis, se realizo el seguimiento de un paciente con
FHCC ingresado en el Hospital Universitario de Salamanca utilizando muestras de
plasma y orina. El ensayo RT-LAMP resulté mds eficaz que la RT-qPCR en el
seguimiento de la infeccidon. La secuenciacién y andlisis filogenético de las muestras
clinicas amplificadas mediante el RT-LAMP, confirm¢ la capacidad de deteccion de

diferentes genotipos del virus.

Asi, de este trabajo podemos concluir que: ) se ha desarrollado un método RT-
LAMP para la deteccion colorimétrica y a tiempo real de ARN del virus de Crimea-

Congo; 7) el RT-LAMP ha resultado eficaz en la deteccién del virus en muestras
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clinicas de plasma y, por primera vez, de orina; ) el método RT-LAMP ha permitido

la deteccion de diferentes genotipos del virus circulantes en Espana.

No obstante, serfa necesario comprobar la eficacia del RT-LAMP desarrollado
/7 / . / .
en un mayor ndmero de muestras clinicas, asi como llevar a cabo estudios en

reservorios animales y vectores.
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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
CCHEFYV, 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
CCHEF 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 III 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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ranging between 5% and 30%, and up to 40% or even more, depending on reports of cases
from different countries [1,6,7].

CCHEFYV is an enveloped, negative-sense, single-stranded RNA virus with a triseg-
mented genome consisting of small (S), medium (M) and large (L) segments encapsidated
by the nucleoprotein (NP), plus the RNA-dependent RNA polymerase (RdRp), to initiate
transcription and genome replication in the host cell. In these three segments, sequence
divergence among different viral strains was found to be 20%, 31% and 22%, respectively:
this represents the highest degree of sequence diversity of any arthropod-borne virus [2,8].
According to phylogenetic analysis of complete and partial S segment sequences, seven
lineages of CCHFV have been distinguished and correlated with the geographical site of
virus isolation: Africa 1 (genotype I), Africa 2 (genotype II) and Africa 3 (genotype III);
Asia 1 (genotype IVa) and Asia 2 (genotype IVb); Europe 1 (genotype V) and Europe 2
(genotype VI) [9].

CCHEFV is the most geographically widespread tick-borne virus affecting humans,
having been reported in Africa, Asia (particularly the Middle East), and southeast Europe.
In recent years, this area has expanded to southwest Europe, including France, Portugal
and Spain [2,10]. In Spain, CCHFV was first detected in 2010 in Hyalomma lusitanicum
ticks collected from red deer in Céceres province: a small amplified region of the genome
within the S segment showed 98% similarity with sequences recorded for CCHFV in
Mauritania and Senegal, on the western coast of Africa [11]. Later studies in the same
geographical area detected the CCHFV again in Hyalomma spp. ticks collected from ru-
minants [12,13] and the phylogenetic studies of the isolates revealed a close relationship
with African genotype III identified in West Africa. Recently, a survey carried out in
20 locations throughout southwestern Spain detected CCHFV in both H. lusitanicum and
Dermacentor marginatus ticks collected from red deer and wild boar. Viral RNA isolates
grouped with genotypes IV (Africa Il clade) and V (Europe I clade) [14]. More recently, a
comprehensive survey in five regions in central and southwestern Spain in ticks—mostly
in Hyalomma lusitanicum—detected the circulation of several CCHFV genotypes, including
viruses belonging to genotype III (Africa III clade), genotype I (Africa I clade) and the
newly proposed Africa IV clade [15].

The aforementioned studies carried out in Spain draw attention to the importance of
Hyalomma ticks and wild ruminants in the circulation of CCHFYV, the presence of different
viral genotypes, the possibility of new reassortments, as well as the potential risk of
transmission to the human population. Considering that CCHFV causes a potentially lethal
disease in humans, and the recent marked increase in the incidence and geographical range
of CCHF in southern European countries [1], particularly in new areas such as Spain [10],
CCHF is considered a major infectious disease threat spreading in Europe. Thus, CCHFV
was listed as a priority pathogen for research and development by the WHO [16].

In Spain, from 2013 to 2022, 12 human cases of CCHF were confirmed, with four
deaths. The first case was retrospectively confirmed by PCR in a woman who developed
symptoms in 2013 [17]. In 2016, the first two autochthonous CCHF cases were reported:
a patient referring with tick bite (who died on the ninth day of illness) and a secondary
case in a health-care worker who had close contact with the former during hospital
admission [10]. By 2021, 10 more cases with three deaths were notified [15] and two ad-
ditional cases (one lethal) were recently documented in 2022 [18]. In human cases where
complete sequence information on CCHFV is available, it has been detected that African
genotype III is distributed in Africa [8], a virus with genetic reassortment because of L
and M segments group within African genotype III, and the S segment has shown homol-
ogy with African genotype IV [19] and European genotype V [20]. Thus, data on viral
strains identified from human cases and tick species in Spain show high genetic variability,
suggesting repeated introductions from different origins, including Africa and Eastern
Europe [20].

The diagnosis of CCHF is hampered by the nonspecific symptoms, the high genetic
diversity of CCHFV, and the biosafety requirements to manage a virus of high biological
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risk. A number of laboratory assays exist, and the choice of one of them depends on the
stage of the disease, the specimens available, and the validity of the test for the CCHFV
strains circulating in the suspected region of exposure [21,22]. Serological methods are
most likely to be useful after the first week of illness and they are less impacted by minor
genomic variations. However, false-negative results in serological tests are likely during
the early acute phase of the disease, so molecular methods are preferred [23].

Actually, a number of nested reverse-transcription polymerase chain reaction (nested
RT-PCR) and real-time quantitative reverse-transcription polymerase chain reaction
(RT-gPCR) for CCHFV RNA detection have been described [10,24-32]. However, RT-qPCR
platforms and associated PCR commercial kits are still expensive and technically complex,
thus limiting their use for point-of-care diagnosis. To overcome such drawbacks, isothermal
nucleic acid amplification assays have been widely developed and improved for use, such
as point-of-care testing [33,34], specially loop-mediated isothermal amplification (LAMP)
assay [35]. In combination with a reverse transcriptase, LAMP can also be used for RNA
amplification (RI-LAMP) [36]. RT-LAMP has several advantages making it attractive for
diagnosis of infectious diseases, such as rapidity, high specificity and sensitivity. The
effectiveness of this method has already been demonstrated for the detection of a variety
of pathogenic RNA viruses, for example, swine flu HIN1 [37], chikungunya virus [38,39],
West Nile virus [40,41], and Japanese encephalitis virus [42], as well as those causing haem-
orrhagic fevers such as dengue virus [43—45], Ebola virus [46,47], Rift Valley virus [48-50],
and yellow fever virus [51]. Regarding CCHFV detection, some RT-LAMP assays have also
been developed [52-54]. However, none of these RT-LAMP assays has been able to detect
different CCHFV genotypes.

In the present study, we developed a novel RI-LAMP assay for colorimetric and
real-time potential detection of different CCHFV genotypes. We evaluated RT-LAMP in
clinical samples from patients with CCHF notified in Spain in 2020 and 2021. Additionally,
for the first time, RT-LAMP was tested and compared with RT-qPCR in the detection of
CCHFV RNA in plasma and urine samples.

2. Results
2.1. RT-PCR F3-B3 Verification of Target and Sensitivity

The expected RT-PCR 212 bp product from CCHFV RNA was successfully obtained
using outer primers F3 and B3. Regarding the sensitivity, the minimum amount of CCHFV
RNA detectable by one-step RT-PCR F3-B3 was 50 pg/uL (Figure 1A). Subsequent sequenc-
ing results of the 212 bp amplicon showed partial 98.08% identity with Daral 2012 strain
(GenBank KF793333) of African origin (Mali) belonging to African genotype III (Figure 1B).

2.2. Establishing the RT-LAMP Assay: Sensitivity and Specificity

Colorimetric RT-LAMP. Visual detection of RT-LAMP assays is shown in Figure 2A.
The complete set of six primers designed for RI-LAMP worked well using the reaction
conditions tested, and the successful amplification of CCHFV RNA could be clearly vi-
sualised by the naked eye by inspecting the colour change: positive results turned green,
whereas non-template control remained orange as negative. The sensitivity of colorimetric
RT-LAMP was 50 fg/uL, 10° times more sensitive than the RT-PCR using outer primers
F3-B3 (Figure 2(A1)). Regarding the specificity, only CCHFV RNA was amplified (green
tubes) and RNA samples from other viruses tested were never amplified (orange tubes),
demonstrating no cross-amplification (Figure 2(A2)).
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A
Figure 1. RT-PCR verification, sensitivity and sequencing using outer primers F3 and B3 for CCHFV
RNA amplification. (A) Verification and detection limit of RT-PCR F3-B3. Lane MWM, molecular
weight marker (100 bp Plus Blue DNA Ladder); lane C+, RNA isolate from patient P5 used as positive
control; lanes 10~ 1-10~%, 10-fold serial dilutions of C+; lane NTC, non-template control (RNase-free
water instead of RNA). (B) Comparison of 212 bp amplicon obtained (P5; C+) with partial sequence
of Daral 2012 strain (GenBank KF793333). Grey arrows indicate different nucleotides in the sequence.
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Figure 2. Establishing the RT-LAMP assay: sensitivity and specificity assessments for CCHFV RNA
detection. (A1) Colorimetric RT-LAMP verification and sensitivity assessment. Lane C+, RNA-
positive control (5 ng/uL); Lanes 107! to 107°: 10-fold dilutions of CCHFV RNA sample used as
positive control (C+); lane NTC, non-template control (ultra-pure water as template). (A2) Specificity
assessment of colorimetric RT-LAMP. Lane C+, RNA-positive control; lanes ZEBV, SEBV, LSSV, RSVA,
RSVB, NL63, OC43 and AH1: RNA from haemorrhagic viruses (Zaire Ebola virus, Sudan Ebola
virus, Lassa virus) and other respiratory viruses (respiratory syncytial virus A, respiratory syncytial
virus B, coronavirus NL63, coronavirus OC43 and influenza A H1, respectively. Lane NTC, non-
template control (ultra-pure water as template). (B1). Real-time RT-LAMP verification and sensitivity
assessment. Lane C+, RNA-positive control (5 ng/uL); Lanes 1071 to 107%: 10-fold dilutions of
CCHFV RNA sample used as positive control (C+); lane NTC, non-template control (ultra-pure water
as template). (B2) Specificity assessment of real-time RT-LAMP. Lane C+, RNA-positive control; lanes
ZEBV, SEBV, LSSV, RSVA, RSVB, NL63, OC43 and AH1: RNA from haemorrhagic viruses (Zaire Ebola
virus, Sudan Ebola virus, Lassa virus) and other respiratory viruses (respiratory syncytial virus A,
respiratory syncytial virus B, coronavirus NL63, coronavirus OC43 and influenza A H1, respectively).
Lane NTC, non-template control (ultra-pure water as template). RFU, relative fluorescence units.
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Real-time RT-LAMP. Detection of CCHFV RNA by real-time RT-LAMP is shown in
Figure 2B. We also obtained amplification of CCHFV RNA, as for colorimetric RT-LAMP,
with a time to positivity (Tp) at 24 min. When testing 10-fold serial dilutions of the RNA
sample used as C+, the analytical sensitivity was 50 fg/uL, identical to that obtained in
colorimetric RT-LAMP assay. As can be observed, the higher the RNA dilution, the longer
the amplification time (Figure 2(B1)). Furthermore, no RNA isolates from other viruses
were amplified, thus indicating the high specificity of the established RT-LAMP assay
(Figure 2(B2)).

2.3. Clinical Sample Testing by CCHFV-RT-LAMP

Figure 3 shows the detection of CCHFV RNA in clinical samples by colorimetric
(Figure 3A) and real-time CCHFV-RT-LAMP (Figure 3B). A positive result was obtained in
all samples tested; negative control (NTC) did not amplify. The RNA isolate used as positive
control (P5; C+) was amplified with identical Tp value as in the set-up test (24 min) and
with the same relative fluorescence units (RFU) values (approx. 75,000 RFU) in fluorescence
intensity measurements. Real-time RT-LAMP detected CCHFV RNA in patients’ samples
with the following Tp and RFU values, respectively: P1 (29 min; 90,000 RFU); P2 (38 min;
80,000 RFU); P3 (18 min; 50,000 RFU); P4 (41 min; 50,000 FRU).

A
C+ P1 P2 P3 P4 NTC

B
2 100,000 C+
X 90,000 P1
2 80,000 . P2
w e —
£ 70,000 — P3 /’_—
E 60,000 P4
® 50,000
O '
@ 40,000 NTC
@ 30,000
‘g 20,000
© 10,000

0

1 6 11 16 21 26 31 36 41 46 51 56

Time (min)

Figure 3. Clinical sample testing by CCHFV-RT-LAMP. (A) Colorimetric RT-LAMP results by SYBR
green end-point addition. (B) Real-time RT-LAMP results showing EvaGreen 20 x fluorescence signal
over time. C+, RNA isolate from an infected patient used as positive control (P5); P1-P4, RNA isolates
from patients with CCHF; NTC, non-template control. RFU, relative fluorescence units.

In addition, plasma and urine samples from patient P4 were analysed by both RT-qPCR
and colorimetric RT-LAMP over several days (days 1, 3, 6, 8 and 13) during the patient’s
admission at Hospital Universitario de Salamanca (HUS), Salamanca, Spain (Figure 4).
In plasma samples, RT-qPCR positive results were obtained at days 1 and 3, whereas
colorimetric RI-LAMP was able to detect CCHFV RNA at days 1, 3, 6 and 8 (Figure 4A).
In urine samples, only an RT-qPCR result was obtained at day 3, whereas colorimetric
RT-LAMP detected CCHFV RNA at days 8 and 13 of convalescence (Figure 4B).
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Figure 4. Schematic representation of the comparison of the results obtained by RT-qPCR and
colorimetric RT-LAMP in plasma and urine samples from patient P4 over days 1, 3, 6, 8 and 13,
during the patient’s admission at hospital. (A) Results obtained by RT-qPCR vs. RT-LAMP in
plasma samples. (B) Results obtained by RT-qPCR vs. RT-LAMP in urine samples. For RT-qPCR,
the + symbol in a purple circle indicates a positive result; the — symbol in a blue circle indicates
a negative result. For colorimetric RT-LAMP, the results were visually detected by colour change:
green/positive; orange /negative.

2.4. DNA Sequencing and Phylogenetic Analysis

The CCHFV S-segment sequences obtained from patients P1 (219 bp), P2 (220 bp) and
P3 (202 bp) showed 98%, 99% and 99% identity, respectively, with sequence HQ378179 (Su-
dan AB1-2009 strain) from Sudan. The three sequences fall in reported African III genotype.
The CCHFV S-segment obtained from patient P4 (204 bp) showed 98% identity with se-
quence DK133507 (Kosovo Hoti strain) from Kosovo. The phylogenetic analysis grouped
this sequence in the European V genotype. As mentioned above, S-segment sequence of
212 bp from patient P5 showed partial 98.08% identity with Daral 2012 strain (GenBank
KF793333) of African origin (Mali) belonging to African genotype III. All the sequences
obtained in this study were deposited in GenBank under the following accession numbers:
P1, OP776634; P2, OP776632; P3, OP776631; P4, OP776633; P5, OP889253. The phylogenetic
analysis of CCHFV S-segment sequences is shown in Figure 5.
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Figure 5. Phylogenetic tree showing the positions of the 51 S-segment sequences used for the CCHFV-
RT-LAMP design and the newly identified CCHFV RNA sequences from patients’ samples included
in this study. Phylogenetic tree constructed using the neighbour-joining method based on partial
(200 nt) sequences of the virus small segment. Numbers in branches indicate bootstrap values for the
groups; values < 75 are not shown. An interrupted branch (//) indicates its length has been reduced
to half. Dots (orange for P1, P2, P3 and P5; blue for P4) and bold letters indicate patients analysed
in this study and named by GenBank accession number, locality sampling site, geographic origin,
and sampling year; other sequences are indicated by GenBank accession number, strain, geographic
origin, and sampling year. Genotypes are indicated by roman numerals and clade nomenclature
indicated in brackets, using nomenclature published by Carrol et al. [9] and Chamberlain et al. [55]:
I, West Africa (Africa 1); III, South and West Africa (Africa 3); IV, Middle East/ Asia, divided in two
groups corresponding to groups Asial y Asia 2; V, Europe/Turkey (Europe 1); VI, Greece (Europe 2).
Italics indicate new lineage, Africa 4 described by Negredo et al. [19]. Scale bar indicates nucleotide
substitution per site.

3. Discussion

At present, CCHFV has been detected circulating in tick species and animals in west-
ern, southern, and central areas of Spain, showing an increasing spread of the virus to
south-western Europe and, consequently, an increase in the risk of cases of CCHE. In recent
years, 12 autochthonous cases have been reported in Spain, including four fatal cases. The
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absence of effective treatments and vaccines against CCHF, together with the wide spread
of the virus, the mode of transmission and the severity of the disease, make CCHF a major
threat to global health [56]. Because of this, a rapid and sensitive diagnosis of the disease
is essential. Nucleic acid amplification tests (mainly RT-qPCR) combined with serologi-
cal methods are the most applied for diagnosis of CCHF in reference laboratories [57,58].
However, due to the high genetic diversity of CCHFV, more studies are needed to evaluate
the sensitivity of serological methods and the capability of RT-qPCR protocols to detect all
known virus lineages [32]. Despite there being several commercial tests for PCR and serol-
ogy available, most international labs use in-house assays, probably due to an investment
in tests developed from regional CCHYV strains and because commercial tests are expensive
or not available to international customers [58]. Moreover, RT-qPCR methods have the dis-
advantages of requiring very expensive reagents and equipment and technically qualified
personnel to operate them. Therefore, the use of a rapid, sensitive and easy-to-perform
isothermal molecular test such as RT-LAMP would be very useful in low-resource settings
or field diagnostics in rural and remote regions affected by CCHFV.

Considering the high genetic variability and reassortment due to the trisegmented
genome (S, M, L) of CCHFV, primer design for molecular detection of CCHFV becomes a
challenge. RT-PCR assays tend to be lineage-specific for regional circulating strains, so there
is an urgent need for pan-lineage sensitive diagnostics [56]. Hence, in our study, with the
aim of improving molecular diagnostics of CCHF, a novel RT-LAMP assay was developed
to detect RNA from all potential lineages of CCHFV. Furthermore, its performance was
evaluated in clinical samples from patients with CCHF and compared with that of RT-qPCR
in plasma and urine samples.

To design the set of primers for our RI-LAMDP, a total of 51 available sequences of
the S segment of the CCHFV genome from diverse virus strains or isolates with different
geographical origin were retrieved from databases. We used this target because it is the most
conserved region of the CCHFV genome across geographical isolates [58]. A consecutive
multiple ‘intra and inter-geographical” alignment of the selected sequences generated
a 1672 bp global consensus sequence that showed 92.8% identity with the sequence of
the S segment of CCHFYV strain C-68031 (GenBank DQ211642), with origin in China [59].
This global consensus sequence was selected in silico to design a set of primers, and
a refinement strategy with ‘wobble’ bases was applied to compensate for target global
consensus sequence variability in order to detect the highest number of CCHFV variants.
For previous RT-LAMP primer designs to target the S segment, other authors used only
S-segment sequences specific for regional circulating strains from Sudan [52] or Russia [53],
thus theoretically reducing the possibility of detecting other likely circulating genotypes.

Initially, we tried to establish the proper operation, sensitivity, and specificity of both
RT-PCR (using the outer primers F3-B3) and colorimetric RT-LAMP assay (using the set of
four primers) in targeting CCHFV RNA of a patient isolate used as amplification control
(P5; C+). RT-PCR F3-B3 yielded the expected 212 bp in length fragment, thus confirming
the correct target, and both molecular assays were specific for CCHFV because no cross-
reactivity was observed when RNA from other viruses, including haemorrhagic viruses
such as Zaire Ebola virus, Sudan Ebola virus and Lassa virus were used as template.

Regarding sensitivity, the limit of detection using colorimetric RT-LAMP (50 fg/uL)
resulted up to 10° times lower than that obtained by RT-PCR F3-B3 (50 pg/uL). The higher
sensitivity usually obtained by LAMP assays compared to PCR reactions is well known [60].
Furthermore, these results are in line with those of Osman et al. [52] in the development
of RT-LAMP for the detection of CCHFYV, in which the sensitivity obtained by RT-PCR
using the outer primers was 100 times lower than that obtained by RT-LAMP using the
set of four primers. It should be noted that the sensitivity of our RI-LAMP was lower
than that obtained by Osman et al. [52] for Sudanese strains of CCHFV. This may be
due to the fact that our RT-LAMP design was based on degenerate primers, which could
potentially decrease the sensitivity of the assay by forming mismatches with templates.
The major challenge for virus detection by LAMP is the high genetic diversity of some
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viral genomes, which exist in the forms of genotypes, subtypes, strains, and/or quasi-
species [61-63]. Although a strategy of combining multiple degenerate primers together
has been developed for broad-spectrum detection of various genotypes of genetically
diverse viruses (e.g., DENV, HIV-1, influenza A enteroviruses), the low detection efficiency
of LAMP for several viral variants remains unresolved [64]. As it is virtually impossible
to detect all variants in one LAMP assay, underestimation of viral load may occur using
the RT-LAMP method, especially for highly variable RNA viruses [64,65]. Increasing
degeneracy raises the possibility of decreasing efficiency, but increases the likelihood of
finding unknown divergent variants of a sequence family. This dual behaviour must be
taken into account, and the design of degenerate primers must be a compromise between
specificity and coverage (sensitivity). With this in mind, our RI-LAMP to detect CCHFV
achieved very satisfactory sensitivity (50 fg/uL) while potentially allowing the detection
of a larger number of viral variants. It is important to note here that the sensitivity of the
assay could possibly have been increased if a temperature gradient had been tested in our
RT-LAMP. Future trials will be directed towards such tests.

The sensitivity and specificity of colorimetric RT-LAMP were corroborated in real-time
testing by performing the assay on a portable device with fluorescence readout. Subse-
quently, the efficacy of both assays was evaluated using RNA isolates from CCHF patients
confirmed by RT-qPCR. All samples were successfully amplified showing different time
to positivity (Tp) and relative fluorescence unit (RFU) values. Unfortunately, as we did
not know the cycle threshold (Ct) values of RT-qPCR and did not have a standard RNA
quantification to use in the RT-LAMP assay, it was not possible to perform a comparison of
speed and sensitivity between RT-qPCR and RT-LAMP in the analysis of patient samples.
Most authors use as threshold in LAMP assays the Tp value to indicate the occurrence of a
positive or negative result by similarity, although not exactly, to the Ct of a qPCR. It has
been reported that RT-qPCR amplification Ct values and RT-LAMP amplification Tp values
are equivalent for a given amplified viral RNA concentration [66]. In RT-qPCR studies, a
correlation between CCHFV RNA load and disease progression has been reported, with
a worse clinical outcome in patients with a high viral load and viral clearance being con-
sidered the most important indicator of survival in cases of CCHF [57,67,68]. Interestingly,
in our study, the only patient with a fatal outcome (patient P3) showed the shortest time
to positivity (Tp = 18 min) in real-time RT-LAMP, so it was probably the sample with the
highest viral load. In our previous experience working on RT-LAMP amplification of RNA
viruses, such as SARS-CoV-2, the Tp values in positive samples were even lower than the
Ct values obtained in RT-qPCR, clearly indicating the high efficiency of the RI-LAMP assay
in viral RNA amplification [69]. Notwithstanding the above, we are aware of the limitation
in this study of not having real-time PCR Ct values available, so it was not possible to
calculate the corresponding standard lines for the calculation of RNA in copies per reaction.

Regarding genetic variability, sequencing of amplicons obtained by RT-qPCR from
patients P1, P2, P3, and P4 enabled us to identify different genotypes on the basis of
their S-segment sequences. On one hand, S-segment sequences from patients P1, P2 and
P3 were found to belong to the African III genotype. In Spain, it is supposed that the
African III genotype was introduced by migratory birds from West Africa [70] and it has
been demonstrated as the most common genotype circulating in ticks [11-14]. Of interest,
genotype III was also demonstrated in the first autochthonous CCHF case reported in
Spain [10]. On the other hand, the phylogenetic analysis grouped the CCHFV S-segment
sequence obtained from patient P4 with viruses of the European V genotype, a recently
described genotype in ticks in Spain [14] and more recently in a retrospective case of a
Spanish patient with CCHF, suggesting that CCHFV is an identifiable cause of febrile
illness of unknown origin and a possible establishment of a transmission cycle of CCHFV
genotype V in this country [20]. The S-segment sequence of 212 bp obtained from patient
P5 (C+) by conventional RT-PCR using outer primers F3-B3 was also found to belong to
African genotype III. Therefore, according to the sequencing results, our RT-LAMP allowed
for the amplification of two different CCHFV genotypes in patients” samples: the African
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III genotype and the European V genotype. This is evidence that RT-LAMP based on
degenerated primers is well designed to detect different CCHFV genotypes circulating
in Spain.

With regard to specimens for molecular detection of CCHFYV, the available data are
limited to a small number of patients and detailed comparisons of sensitivity between
molecular methods for diagnosis in different sample types are not possible, in particular
of urine versus blood samples (serum, plasma or whole blood). In our study, we had
the opportunity to compare RT-qPCR and colorimetric RT-LAMP analysis of plasma and
urine samples from patient P4 collected at days 1 to 13 during admission at the University
Hospital of Salamanca. In plasma samples, RT-qPCR was positive on the first and third
days, whereas RT-LAMP remained positive up to day 8. It has been reported that CCHFV
RNA can be detected by RT-qPCR up to the 18th day of illness in serum samples, with most
successful results during the first 5 days after onset of symptoms [32]. In some cases, it has
even been detected up to 36 days of infection [71]. However, to date, no results have been
reported for the molecular detection of CCHFV RNA in plasma samples during the course
of infection. According to our results, RT-LAMP should be more sensitive than RT-qPCR
in detecting viral RNA in plasma samples from CCHFV patients. In urine samples, only
an RT-qPCR result was obtained at day after patient admission; however, our RT-LAMP
detected CCHFV RNA at day 8 and day 13 of convalescence. Previous studies have also
reported the persistence of viral RNA in urine samples despite serum clearance [71,72] and
that viral loads in urine samples are similar to those encountered in blood [73]. To our
knowledge, our work is the first report of detection of CCHFV RNA by RT-LAMP in urine
of a patient. As highlighted in other studies, the presence of CCHFV RNA in urine is an
important observation for viral pathogenesis and transmission and may have implications
for public health. In addition to standard precautions, additional contact precautions
for CCHF inpatients may be considered, even when haemorrhage is not present [71,72].
Nonetheless, further studies are needed to determine the diagnostic applicability of urine,
the frequency of urinary excretion and its duration during convalescence. The limited
number of cases of CCHFV in Spain and the difficulty in obtaining more clinical samples
for the study should be highlighted. In addition, it should be noted that better access to
clinical samples of CCHFV patients for diagnostic validation would help to accelerate the
development of new tests.

4. Materials and Methods
4.1. Ethics Statement

The study protocol was approved by the Clinical Research Ethics Committee of In-
vestigation with Drugs of Hospital Universitario de Salamanca (HUS), Salamanca, Spain
(CEIMC PI19109/2017). All procedures described were carried out in accordance with the
ethical standards described in the Revised Declaration of Helsinki of 2013. All data from
patients were anonymised.

4.2. CCHFV RNA-Positive Control and Patients” RNA Samples

In this study, five RNA samples obtained from five patients diagnosed with CCHF
in Spain were used. Four cases (patients P1, P2, P3, and P4) were diagnosed at Hospital
Universitario de Salamanca (HUS), Salamanca, Spain in 2020 to 2021. Another case (P5)
was diagnosed at Hospital del Bierzo (Ponferrada, Leén, Spain) in June 2021. At the
time, the diagnosis of the five CCHF cases was confirmed by PCR methods designed
to amplify two different targets of the CCHF viral genome at the Arbovirus Laboratory,
National Microbiology Center, Institute of Health Carlos III, Madrid, Spain, as described by
Negredo et al. [10]. The main data of patients included in the study are shown in Table 1.



Int. J. Mol. Sci. 2023, 24, 6411

11 of 21

Table 1. Main data of Crimean—Congo haemorrhagic fever patients included in this study. P1-P5,
patient samples; C+, positive control.

P1 P2 P3 P4 P5 (C+)
Sex Male Male Male Male Female
Age (years) 70 54 69 59 30
Date June July August April June
2020 2020 2020 2021 2021
Tick bite Yes Yes Yes Yes Yes
Habitat Rural Rural Rural Rural Rural
Fever Yes Yes Yes Yes Yes
Any bleeding symptomatology Yes No Yes No Yes
Exitus letalis No No Yes No No

The availability of clinical samples of patients diagnosed of CCHF is very limited.
Thus, the first RNA isolate we had access to was from P5, so it was this sample that we
used to assess the operation of the RT-LAMP method for amplification of CCHFV RNA
(hereafter, positive control; C+). RNA was measured by using a NanoDrop ND-1000
spectrophotometer (NanoDrop Technologies, Wilmington, NC, USA) and then diluted with
RNase-free water to a final concentration of 5 ng/pL. Serial 10-fold dilutions of the C+ in
RNase-free water (ranging from 1x to 10~°) were prepared and stored at —80 °C until
use. The RNA sample thus prepared was used as C+ in all amplification reactions and for
assessing sensitivity of molecular assays.

Later, we were also provided with RNA samples from patients P1-P4 and they were
then included in the study. Additionally, from P4 we were provided with RNA from both
plasma and urine samples collected on days 1, 3, 6, 8 and 13 during their admission to the
HUS. In this case, plasma and urine samples were handled and inactivated in biosafety
level 3 (BSL-3) laboratory (I + D + I Building Facilities, University of Salamanca) so that
they could then be handled at lab under BSL-1 conditions. Subsequent RNA extraction was
carried out using the NZY Viral RNA Isolation Kit (NZYTECH, Lisbon, Portugal) following
manufacturer instructions. All RNA samples were kept at —80 °C until further analysis.

4.3. Design of Reverse-Transcription Loop-Mediated Isothermal Amplification Assay (RT-LAMP)
for CCHFV

Sequence Selection and Primer Design for CCHFV-RT-LAMP

Sequence selection. Segment S of CCHFV was preferred as the amplification target for
the primer design because it is the one on which most phylogenetic analysis studies have
focused. A total of 51 sequences corresponding to a linear single-strand RNA complete or
partial sequence in the CCHFV segment S were selected and retrieved from GenBank to be
used for the design of primers. The 51 sequences were divided into three groups according
to the geographic origin of the isolates, as follows: Africa (n = 11), Asia (n = 24) and
Europe (1 = 16) (see Table 2). Subsequently, a multiple alignment using ClustalW [74] into
each group resulted in a consensus sequence, thus obtaining three different ‘geographical’
consensus sequences referred to as ‘African consensus’ (AFC), “Asian consensus’ (ASC) and
‘European consensus’ (EUC). Next, the AFC, ASC and EUC sequences were aligned with
each other using ClustalW and a 1672 base pair (bp) global consensus (GC) sequence was
generated. A scheme of the process of obtaining the GC sequence is shown in Figure 6A.
Finally, a BLASTN search and alignment analysis [75] on the NCBI database resulted in a
final GC sequence with 92.8% similarity to the sequence reported for the S segment for the
CCHEFV strain C-68031 (GenBank DQ211642). In addition, no regions of similarity between
this GC sequence and other sequences reported for humans or possible human pathogens
were detected.
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A
S-segment sequences
n=51
African sequences Asian sequences European sequences
n=11 n=24 n=16
African consensus sequence Asian consensus sequence European consensus sequence
AFC ASC EUC
Global consensus sequence
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B
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e o= E———E—Em I E_EEE—_—_——_——__—_—__——————————————— |
+ Global consecr;éus sequence {
5—==[_F | B3 }F--|3
1 815 834 212 bp 1009 1028 1672
Fic Blc
843 862 903 923 933 954 988 1007
863 883 963 984
C
Primer Sequence (5°- 3") Length (bp) Wobble bases
F3 TRGAGGCTCTCAAYGGGTAT 20 R=G/A;Y=C/T
B3 GGGAAGGTTTCTGGAGTCAC 20 ---
Flc GCTCYTGTGCYTTGGCAATGT 21 Y=C/T
F2 AGCAYAAGGACGAAGTTGAC 20 Y=C/T
Blc AYTCGTCTGCWCTTCGTGCACA 22 Y=C/T; W=T/A
B2 CGGCCTTGTAYAGCCAGTAG 19 Y=C/T
LF CATGCTGTCRGCACTTGCTTT 21 R=A/G
LB AGATTGACACYGCTTTCAGCTC 22 Y=C/T

Figure 6. Schematic representation of the process for the design of reverse-transcription loop-
mediated isothermal amplification assay (RT-LAMP) for CCHFV. (A) Outline for global consen-
sus (GC) sequence selection based on several linear single-strand RNA S-segments from CCHFV.
(B) Outline of location of set of primers in the partial GC sequence used as target. (C). Sequences of
the RT-LAMP primers finally selected. F3, forward primer; B3, backward primer: Flc + F2 sequences:
FIP, forward inner primer; Blc + B2 sequences: BIP, backward inner primer; LF, loop forward primer;
LB, loop backward primer. Bold letter codes (R, Y or W) are used to represent the combination of two
different nucleotide phosphoramidites blended at equimolar ratios prior to coupling at that position
in the sequence.
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Primer design. RI-LAMP primers to amplify RNA of CCHFV were designed based
on the 1672 bp GC sequence using the PrimerExplorer V5 software program (https://
primerexplorer.jp/e/, accessed on 20 January 2022). A number of potential LAMP primer
sets were generated and further refinement in design was manually developed following
the instructions described in “A guide to LAMP primer designing” [76]. The locations and
target sequence are shown in Figure 6B. When comparing multiple sequences in generating
the GC sequence, we found that the alignment sometimes revealed insufficient consensus
to accommodate a single oligonucleotide for use as a primer. Occasionally, only one or
two nucleotides did not match. To design primers for these regions, we opted to introduce
a degenerate site, or “‘wobble’, to compensate for target sequence variability. The set of
primers finally selected with their corresponding wobble bases is indicated in Figure 6C.

Table 2. Crimean—Congo haemorrhagic fever virus S-segment sequences retrieved from GenBank
used in this study grouped by geographical origin of the strains/isolates to obtain a global con-
sensus sequence for designing a set of primers for reverse-transcription loop-mediated isothermal

assay for the detection of Crimean—Congo haemorrhagic virus RNA. NA, not available. “*” means:
Not identified.
. . Genbank . Location, Source
Origin (n) Accession Strain/Isolate Isolation Year of Isolate Reference

DQO076415 SPU128/81/7 Uganda (Semunya) Tick * [55]
DQ211639 ArD8194 Senegal, 1969 H. truncatum [59]
DQ211640 ArD15786 Senegal, 1972 Goat [59]
DQ211641 ArD39554 Mauritania, 1984 H. marginatum [59]
African DQ211648 SPU415/85 South Africa, 1985 Human [59]
sequences HQ378179 AB1-2009 Sudan (Abyei), 2009 Human [23]
(n=11) KF793333 Daral 2012 NP Mali (Daral), 2012 Hyalomma [77]
KJ682816 SPU383/87 South Africa, 1987 Human [78]
KJ682821 SPU130/89 Northern Cape, 1989 Human [78]
KX238958 NA Nigeria (Borno), 2012 Human NA
U88410 IbAr10200 Nigeria, 1966 NA NA
AF358784 79121 China, 1979 NA NA
AF415236 7001 China, 1970 NA NA
AF481799 Uzbek/TI10145 Uzbekistan, 1985 Human [79]
AF527810 Matin Pakistan, 1965 NA NA
AJ010648 66019 China, 1966 NA [80]
AJ538196 Baghdad-12 Iraq, 1979 Human [80]
AY029157 88166 China, 1988 NA NA
AY223475 Hodzha Uzbekistan, 1967 Human [80]
AY297691 TAJ/HU8978 Tajikistan, 1991 Human [81]
DQ211642 C-68031 China, 1968 Sheep [59]
Asian DQ211645 Oman Oman, 1997 Human [59]
Sequences DQ446214 Iran-56 ' Iran, 2017 Human NA
(n = 24) GQ337053 Turkey-Kelkit06 Turkey, 2005 Human [82]
HM452305 Afg09-2990 Afghanistan, 2009 Human [83]
JN086996 TAJUK Asia, 2012 NA [28]
JN572087 NIV118594 India, 2011 H. antolicum [84]
JX908640 SCT Afghanistan, 2012 Human [85]
KJ566219 Iran-Tehran65 Iran, 2011 Human [86]
KY213714 NIV161064 India, 2016 Human [87]
KY362516 Oman 812956 Middle Eastern, 2017 Human NA
MH396675 NIV1733666 India Human NA
MN135942 61T /Pakistan Pakistan, 2017 Tick [88]
Uss414 JD 206 Pakistan, 1965 NA NA
MNB866214 MCL-19-T-1923 India, 2019 Human [89]
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Table 2. Cont.

. . Genbank . Location, Source
Origin (n) Accession Strain/Isolate Isolation Year of Isolate Reference
MH337846 Caceres/B 2011 Spain, 2011 H. lusitanicum [13]
KX056061 Ast133 Russia, 2017 Human NA
KY982869 Kalmykia_Shch_2_2016 Russia, 2016 Human [90]
MK?299344 Malko Tarnovo-BG2012-T1362  Bulgaria, 2012 R. bursa [91]
MN689739 Badajoz 2018 Spain, 2018 Human NA
MF547415 Caceres 2014 Spain, 2014 H. lusitanicum [12]
European DQ133507 Kosovo Hoti KOSOV(.), 2001 Human [26]
sequerices KM201260 UK ex Bulgaria, 2014 Human [92]
(n = 16) GU477489 V42/81 Bulgaria, 1981 Human [93]
AY277676 NA Russia Human NA
AY277672 ROS/TI28044 Russia, 2000 H. marginatum NA
DQ211644 Kashmanov Russia, 1967 Human [59]
AF481802 STV/HU29223 Russia, 2000 Human [79]
KY492290 patientl Spain, 2016 Human [10]
KY492289 patient2 Spain, 2016 Human [10]
MF287636 201643792 Spain, 2016 Human [8]

4.4. RT-PCR Using Outer Primers F3 and B3

The outer RT-LAMP primers F3 and B3 were firstly tested for the detection of CCHFV
RNA by RT-qPCR to verify whether the expected in silico 212 bp GC sequence was am-
plified. For RT-qPCR, the one-step NZY RT-qPCR green kit ROX (Nzytech, Lda., Lisbon,
Portugal) was used following manufacturer instructions. The reactions were carried out in
20 pL reaction mixture containing 10 uL of ROX master mix (2x), 0.8 pL 10 pM forward
primer (F3) and 10 uM reverse primer (B3), 0.8 uL NZYRT mix, 2.6 pL nuclease-free water
and 5 pL purified RNA template (P5; C+). The cycling parameters were as follows: reverse
transcription for 20 min at 50 °C, for 15 min at 95 °C as polymerase activation, 40 cycles
of 15 s of denaturation at 95 °C, for 1 min at 60 °C as annealing/extension. The reactions
were performed in a PCRmax Eco48 real-time PCR system (PCRmax, Beacon Road, Stone,
Staffordshire, UK). Subsequently, 3-5 puL of RT-qPCR amplicons was subjected to 1.5%
agarose gel electrophoresis using gel loading buffer with GreenSafe Premium DNA stain
(NZYtech, Lda., Lisbon, Portugal; MB13201) and visualised under UV light. Negative
controls (RNase-free water instead RNA template) were included in all trials.

The sensitivity of the RT-qPCR using the outer primers F3 and B3 was also assayed
to establish the detection limit of CCHFV RNA using those 10-fold serial dilutions of C+
prepared mentioned above.

4.5. Establishing the RT-LAMP Assay for CCHFV Detection
4.5.1. Conventional Colorimetric CCHFV-RT-LAMP

The set of primers designed was first evaluated for colorimetric visualisation in RT-
LAMP reactions mixtures (25 puL) containing: 1.6 uM FIP/BIP primers, 0.2 uM F3/B3
primers, 0.4 pM LE/LB primers, 0.4 uM of dNTPs, 6 mM MgSQOy, 1X Isothermal Ampli-
fication Buffer, 1 uL Bst polymerase 2.0 WarmStart (New England Biolabs Ltd., Ipswich,
MA, USA) and 0.5 uL RTx Reverse Transcriptase (New England Biolabs Ltd., Ipswich,
MA, USA), with 3 uL of template RNA (C+, for positive control; RNase-free water instead
RNA for negative control). The RT-LAMP reactions were performed in 0.5-mL micro-
centrifuge tubes by incubation in a heating block at 63 °C for 60 min followed at 80 °C for
10 min to stop the reaction. The RT-LAMP amplification results were visually inspected
by adding 2 pL of 1:10 diluted 10,000x g concentration fluorescent dye SYBR Green I
(Invitrogen, Waltham, MA, USA), in each reaction tube. Green fluorescence was observed
in the successful RT-LAMP reaction and original orange in the negative reaction. The tubes
were briefly centrifuged and carefully opened before adding the dye to avoid possible
cross-contamination with amplified products.
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4.5.2. Real-Time CCHFV-RT-LAMP

Real-time CCHFV-RT-LAMP was also attempted in a one-step RT-LAMP reaction
using the same set of primers and mixtures as the conventional colorimetric assay, but in this
case, with the addition of 0.40 pL/tube of EvaGreen 20 x in water (Biotium, San Francisco,
CA, USA) to the reaction mix before the reaction started to monitor the fluorescence
over time. The RT-LAMP was carried out in 8-tube Genie Strips on a portable Genie III
instrument (OPTIGENE Ltd., Horsham, UK) at 63 °C for 70-80 min followed by 10 min
at 80 °C to stop the reaction. RT-LAMP assays were also performed with an initial step at
50 °C for 15 min to facilitate the reverse transcription followed by 50 min at 63 °C, and then
heated at 80 °C for 10 min to stop the reaction.

4.5.3. Sensitivity and Specificity of CCHFV-RT-LAMP

Sensitivity and specificity were assessed in both colorimetric and real-time CCHFV-
RT-LAMP. The analytical sensitivity of the set of primers in the detection of CCHFV was
evaluated using the 10-fold serial dilutions of the C+ mentioned above. To determine the
specificity, a BLAST local search and alignment analysis was carried out firstly in silico
in GenBank online database (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov, accessed on 1 March 2022)
against nucleotide sequences for other human-infecting viruses, such as Zaire Ebola virus
(taxid 186538), Sudan Ebola virus (taxid 186540), Lassa mammarenavirus (taxid 11620),
Marburg Marburgvirus (taxid 11269), yellow fever virus (taxid 11089), Rift Valley fever
virus (taxid 11588), West Nile virus (taxid 11082), dengue virus (taxid 12637) and chikun-
gunya virus (taxid 37124). In addition, the set of primers designed were cross-tested for
specificity in both colorimetric and real time CCHFV RT-LAMP assays against a panel
of 8 RNA isolates of several other viruses, including haemorrhagic viruses: Zaire Ebola
virus (ZEBOV), Sudan Ebola virus (SEBOV) and Lassa virus (LSSV) (kindly provided by
the National Center of Microbiology, Institute of Health Carlos III, Majadahonda, Madrid,
Spain), and also respiratory RNA viruses: respiratory syncytial virus A (RSVA), respira-
tory syncytial virus B (RSVB), coronavirus NL63 (NL63), coronavirus OC43 (OC43) and
influenza A H1 (AH1) (kindly provided by the Laboratory of the National Influenza Centre
of Valladolid, University Clinical Hospital of Valladolid, Valladolid, Castilla y Ledn, Spain).

4.5.4. Clinical Samples Testing by CCHFV-RT-LAMP

Based on the analysis with RT-qPCR, the RNA isolates from CCHF patients P1, P2,
P3 and P4, were analysed by colorimetric and real-time CCHFV-RT-LAMP assays. Addi-
tionally, RNA isolates from plasma and urine samples from patient P4 were analysed by
colorimetric CCHFV-RT-LAMP.

4.6. DNA Sequencing

An aliquot of each RNA isolates stored at —80 °C obtained from plasma samples
from patients P1-P4 were sent to DNA Sequencing Service (NUCLEUS), University of
Salamanca, Salamanca, Spain, for sequencing. A nested reverse-transcription PCR (nested
RT-PCR) was performed as described elsewhere to amplify the 123-764 region in the
first amplification and the 450-674 region in the second amplification in the S segment
of CCHFV [10]. Subsequently, DNA amplified was purified and the double-stranded
DNA was directly sequenced with the same second primers set used in nested RT-PCR
by the Sanger chain-termination method and the 3500 Series Genetic Analyzer (Applied
Biosystems; ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). Consensus sequences of each
segment were assembled and analysed using BioEdit 7.2 Sequence Alignment Editor
software [94]. The sequences obtained in this study were deposited to GenBank and an
accession number was provided for all submitted sequences.

The 212 bp amplicon obtained from RNA-positive control (P5; C+) in RT-PCR using
the outer primers F3-B3 designed in this study was purified using NZY Gelpure (Nzytech,
Lisbon, Portugal) according to the manufacturer protocol and sent refrigerated for bidirec-
tional Sanger sequencing to DNA Sequencing Service (NUCLEUS), University of Salamanca,
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Salamanca, Spain, to verify target amplification. For sequencing, the same outer F3-B3
primers were used. The sequence obtained was subsequently examined using BioEdit
Sequence Alignment Editor software [94] and a BLASTN was performed to compare the
sequence with those available in GenBank nucleotide database. The sequence obtained was
also deposited to GenBank.

4.7. Phylogenetic Analysis

The phylogenetic analysis was carried out using ClustalW (https://www.genome.
jp/tools-bin/clustalw, accessed on 21 October 2022) to align the sequences of the CCHFV
S segment obtained from patients’ samples in this study and those sequences available
in GenBank for comparison. A Tamura—Nei parameter model was selected to construct
the phylogenetic tree based on the 51 S-fragment sequences of CCHFV selected from the
database. A phylogenetic tree was generated by the neighbour-joining method using
Geneious Tree Builder software 2022 [95] with 1000 replicates bootstrap testing and was
edited using Adobe® Tllustrator CS4.

5. Conclusions

In summary, 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-
CCHEFV RT-LAMP has proven to be effective in detecting viral RNA in plasma and urine
samples. Moreover, it can be simply performed as a single-tube isothermal colorimetric
method without any expensive equipment requirement and in a real-time portable platform,
thus bringing molecular diagnostics closer to rural or resource-poor areas. As more and
more samples are obtained from ticks, animals and humans in endemic regions and the
virus continues to evolve over time, our new pan-CCHFV RT-LAMP could be a promising
molecular tool to detect as many CCHFV variants as possible. However, more research
is needed for validation of the pan-CCHFV RT-LAMP assay using a larger number of
samples and evaluation of more genotypes. The use of environmental samples, such as
the detection of CCHFV in ticks, would be useful to fully validate the RT-LAMP assay.
Further work is needed to develop new, efficient and easily applicable molecular methods
to diagnose CCHE.
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Capitulo 111. Articulos de investigacion

RESUMEN

Segun los datos facilitados por la OMS en el ‘Informe Mundial sobre la Malaria
del afio 2022’, Africa registré el 95% de todos los casos a nivel mundial. Angola es uno
de los pafses con mayor endemicidad. El diagndstico de la malaria se realiza
habitualmente mediante microscopia y pruebas de diagnodstico rdpido (PDR). Sin
embargo, estos métodos pueden carecer de sensibilidad en determinadas situaciones.
Los métodos moleculares como la PCR podrian superar estos inconvenientes, pero
no son factibles en zonas endémicas de escasos recursos. La tecnologia LAMP, que

requiere de una menor infraestructura, podria ser una excelente alternativa.

Hasta la fecha, se han desarrollado varios ensayos LAMP para la deteccion de
diferentes especies de Plasmodium spp. Sin embargo, en Angola no se han realizado
estudios de la aplicacion del LAMP para el diagnéstico de malaria. Por ello, nos
planteamos un estudio en el Hospital Nossa Senhora da Paz (HNSP), Cubal, Angola,
en colaboracién con el Hospital Universitario Vall d’Hebrén de Barcelona para
evaluar la tecnologia LAMP como método de diagndstico de malaria, comparando
los resultados con la microscopia y las PDR que se utilizan habitualmente para su

diagnostico.

Una primera parte del trabajo se llevo a cabo en el HNSP en los meses de mayo
a julio de 2022, durante una estancia de investigacidn. Se reclutaron 200 pacientes a
los que se realizé microscopia, PDR y LAMP colorimétrico. Los andlisis en campo
mostraron un 33,5% de muestras positivas por microscopia, 49% por PDR y 56% por
LAMP. Considerando la microscopia como referencia, el ensayo LAMP colorimétrico

detecté un mayor numero de muestras positivas que las PDR.

La segunda parte del trabajo fue dirigida a comprobar la reproducibilidad del
ensayo LAMP en un laboratorio de investigacion (CIETUS). Se reanalizaron las
muestras de ADN tanto por LAMP colorimétrico como a tiempo real en un

dispositivo de lectura de fluorescencia. La reproducibilidad fue del 84,5%.

De este estudio podemos concluir que: z) se ha utilizado, por primera vez, la
tecnologia LAMP para la deteccién de Plasmodium spp. en una zona endémica de
malaria en Angola; 77) que la tecnologia LAMP ha demostrado ser mds sensible que la
microscopia y que las PDR para el diagndstico de la malaria; 777) la facilidad de uso y

viabilidad del ensayo LAMP en condiciones de campo y su reproducibilidad en un
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laboratorio de investigacion respaldan el uso del LAMP como prueba eficaz para el

diagndstico molecular POC de la malaria en laboratorios de zonas endémicas.
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Capitulo IV. Conclusiones

Primera. Se ha comprobado que el método Loa loa-LAMP tiene mayor rendimiento

diagndstico que la microscopia.

Segunda. El método Loa loa-LAMP presenta mayor sensibilidad que la técnica de

PCR en el anilisis de muestras de sangre almacenadas en papel de filtro.

Tercera. Se ha desarrollado un nuevo método RT-LAMP para la deteccion

colorimétrica y a tiempo real de diferentes genotipos del virus de Crimea-Congo.

Cuarta. Se ha evaluado su utilidad diagndstica en pacientes con FHCC con resultados

comparables a los obtenidos con la técnica RT-qPCR de referencia.

Quinta. La aplicacidn de la técnica LAMP en Angola para la deteccidn de Plasmodium
spp. es mds util que la microscopia y las pruebas de diagndstico rapido en condiciones

de campo.

Sexta. La técnica LAMP para el diagnodstico de malaria en condiciones de campo ha

resultado equiparable a su uso en un laboratorio de referencia.
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Capitulo IV. Conclusdes

Primeiro. Foi comprovado que o método Loa loa-LAMP tem um rendimento de diagnostico

mats elevado do que a microscopia.

Segundo. O método Loa loa-LAMP ¢ mais sensivel do que a técnica PCR na andlise de

amostras de sangue armazenadas em papel de filtro.

Terceiro. Foi desenvolvido um novo método RT-LAMP para a deteccdo colorimétrica e em

tempo real de diferentes genotipos do virus da Crimea-Congo.

Quarto. A sua utilidade diagndstica foi avaliada em doentes com FHCC com resultados

compardvets aos obtidos com a técnica de referéncia RT-gPCR.

Quinta. A aplicacio da técnica LAMP em Angola para a deteccdo de Plasmodium spp. é

mais itil do que a microscopia e os testes de diagndstico rdpido em condigoes de campo.

Sexto. A técnica LAMP para o diagnostico da maldria em condigoes de campo provou ser

compardvel a sua utilizacdo num laboratorio de referéncia.
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Anexo 1. Anexo metodologico

Al.1. Muestras clinicas

En cada uno de los articulos de investigacion recogidos en este trabajo se
utilizaron distintas muestras clinicas de origen humano.

En el primer articulo de investigacion (Colorimetric and real-time Loop-
mediated isothermal amplification (LAMP) for detection of Loa loa DNA in human blood
samples), se utilizaron muestras de sangre en papel de filtro procedentes de un
proyecto de malaria PREMAVAL llevado a cabo en Guinea Ecuatorial. Este estudio
fue aprobado en su momento por el Ministerio de Sanidad y Bienestar Social de
Guinea Ecuatorial (MINSABS) y el Comité Etico del Instituto Nacional de la Salud
Carlos IIT (CEI P122_2013-v3). Los protocolos incluidos en el estudio se realizaron de
acuerdo con los estindares descritos en la Declaracion de Helsinki revisada en 2013.
Estas muestras fueron cedidas por el laboratorio del Centro Nacional de Medicina
Tropical, Instituto de Salud Carlos III (Madrid, Espaiia).

En el segundo articulo de investigacion (A novel RT-LAMP for the detection of
different genotypes of Crimean-Congo haemorrbagic fever virus in patients from Spain), se
utilizaron cinco muestras de pacientes diagnosticados con Fiebre Hemorrdgica de
Crimea Congo (FHCC): Cuatro de ellos, en el Hospital Universitario de Salamanca
(Salamanca, Espania) y otro en el Hospital del Bierzo (Ponferrada, Ledn, Espaiia). Este
estudio fue aprobado por el comité ético de investigacion clinica con farmacos del
Hospital Universitario de Salamanca (CEIMC PI 9109/2017). Todos los
procedimientos descritos se llevaron a cabo de acuerdo con las normas éticas descritas
en la Declaracion Helsinki revisada en 2013. Los datos de los pacientes se
anonimizaron.

En el tercer articulo de investigacion (First field and laboratory evaluation of
LAMP assay for malaria diagnosis in Cubal, Angola). Se utilizaron 200 muestras de
sangre recogidas en Cubal, Angola, durante un estudio de malaria llevado a cabo
durante el periodo de estancia de investigacion en el Hospital Nossa Senhora da Paz.
Para este estudio se solicitd y se obtuvo permiso del comité de ética del Ministerio de
Salud de Angola (39 C.E/MINSA.INIS/2022). La participacién en el estudio fue
voluntaria y se obtuvo el consentimiento informado por escrito de todos los
voluntarios y de los padres o tutores legales de todos los menores que participaron.
Los procedimientos se llevaron a cabo de acuerdo con los estindares éticos descritos
en la Declaraciéon Helsinki revisada en 2013. Los datos clinicos y epidemioldgicos se

anonimizaron.
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AL2. Procesamiento de muestras y extraccion de dcidos nucleicos

Para la realizacidn de estos trabajos se han utilizado diferentes kzts comerciales
o métodos i1 house para la extraccidon de dcidos nucleicos (ADN o ARN) en diferentes

tipos de muestras (Tabla 1).

Tabla 1. Diferentes tipos de muestra y métodos de extraccidn de dcidos nucleicos.

Tipo de muestra Acido nucleico Kit de extraccion/Método in house
Sangre en papel de filro  ADN M¢étodo Saponina/Chelex
NZY Viral RNA Isolation kit (NZYTECH, Lisboa,
Plasma ARN
Portugal.
NZY Viral RNA I on kit (NZYTECH, Li
Orina ARN iral solation kit (N CH, Lisboa,
Portugal.
Sangre total ADN NZY Tissue gDNA Isolation kit (NZYTECH, Lisboa,
Portugal.

A continuacidn, se describen de manera detallada los diferentes protocolos

utilizados para la extraccion de dcidos nucleicos.

Al2.1. Purificacion de ADN de muestras de sangre recogidas en papel de
filtro
Las muestras de sangre recogidas en papel de filtro fueron utilizadas para llevar

a cabo el primer articulo de investigacion. La purificacién de ADN se llevé a cabo
en las instalaciones del Centro Nacional de Medicina Tropical, Instituto de Salud
Carlos III (Madrid, Espana) utilizando un método de extraccion Saponina/Chelex
siguiendo la metodologia descrita en Plowe y colaboradores (1) con algunas
modificaciones:
a. Se perforaron 5 mm de didmetro de los discos de papel de filtro
impregnados con sangre y se colocaron en un tubo de 1,5 mL.
b. Se anadié 1 mL de Saponina al 0,5% (Fluka Biochemika, Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Darmstadt, Alemania) en solucion salina tamponada con
fosfato (PBS). Se incubd toda la noche a 42C o a 372C durante 1 h.
c. Después de la incubacidn, la solucién marrdn que se formaba se decantd y
se afladié 1 mL PBS. Se incub6 a 42C durante 30 minutos.
d. Durante estos 30 minutos se prepard la solucion Chelex 100: se anadieron
100 mL de 5% Chelex 100 (bio Rad, Richmond, CA, USA) en agua y se

calentd a 1002C en un agitador magnético.
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e. Posteriormente, se retird el PBS de los tubos y se anadieron 200 pL del 5%
Chelex 100 preparado en el apartado d. Se mezclé mediante vortex 30
segundos y se colocd en un termobloque a 982C durante 10 minutos.

f. Tras la incubacidn, se centrifugé a 13.000 rpm durante 2 minutos. Se
recuper6 el sobrenadante y se centrifugé una vez mds para eliminar los
restos de la resina Chelex 100. El ADN extraido se afiadié a unos tubos

limpios y se guardé a -202C hasta su uso en los ensayos moleculares.

AlL2.2. Purificacion de ARN viral de muestras de pacientes

El ARN viral obtenido de las muestras de plasma y orina utilizadas en el
segundo articulo de investigacion fueron manipuladas e inactivadas previamente
en un laboratorio de nivel de bioseguridad 3 (BSL-3) situado en las instalaciones del
Edificio I+D+I, Universidad de Salamanca. Para ello, se utiliz6 el kit NZY Viral RNA
Isolation (NYZTECH, Lisboa, Portugal) y se siguieron los siguientes pasos:

a. Para la inactivacion del virus, a 200 pL de muestra se le afiadian 350 uL de

buffer NVL y se mezclaba mediante un vortex. Después se dejaba incubar a
temperatura ambiente durante 10 minutos.

b. Tras la incubacidn, se anadfan 350 pL de etanol absoluto (96%) y se

mezclaba mediante pipeteo. En este paso es importante mezclar bien la

muestra con etanol para obtener una soluciéon homogénea.

Una vez inactivadas, se continud con el protocolo de extraccion de ARN en el
laboratorio de Parasitologia, CIETUS, Universidad de Salamanca, mediante el
siguiente protocolo:

a. Se anadieron 700 pl de la muestra inactivada en una columna de

purificacion colocada en un tubo de recoleccién de 2 mL. Se centrifugé a
8.000 x g durante un minuto. Este proceso se repetia hasta que el volumen
completo de muestra se hab{a afiadido a la columna.
b. Después, se afiadieron 200 uL de buffer NV a la columna y se centrifugé a
8.000 x g durante 1 minuto y se descartd el eluido.

c. Posteriormente, se realizaron dos lavados con el buffer NVW, uno con 600
uL y otro con 300 pL. Después de anadir el buffer en las dos ocasiones se
realizaba una centrifugacién durante 1 minuto a 8.000 x g y se descartaba

el eluido.

159



Anexo 1. Anexo metodologico

Tras los lavados se sec6 la membrana de la columna mediante una nueva
centrifugacion a 8.000 x g durante 2 minutos.
Finalmente, se elufa el ARN purificado en 50 uL de agua libre de RNasas y

se almacenaba a -802C hasta su uso en los ensayos moleculares.

Al2.3. Purificacion de ADN de muestras de sangre de pacientes

La extraccion de ADN de las muestras de sangre utilizadas en el tercer articulo

de investigacion se llevé a cabo durante la estancia de investigacidn en el Hospital

Nossa Senhora da Paz, Cubal, Angola, utilizando el kit NZY Tissue gDNA Isolation

(NZYTECH, Lisboa, Portugal) mediante el siguiente protocolo:

a.

Se anadieron 25 pL de Proteinasa K y 200 pL de buffer NL a 200 pL de
muestra de sangre total y se mezclé mediante vortex.

Posteriormente se incubé a 562C durante 10-15 minutos.

Después de la incubacion, se anadieron 210 pL de etanol al 100% y se
mezclé mediante vortex.

La mezcla se transfirié a una columna situada en un tubo de recoleccién
de 2 mL y se centrifugé durante 1 minuto a 11.000 x g. Se descarto el eluido.
A continuacion, se llevaron a cabo los lavados, uno con 500 pL del buffer
NW1 y otro con 600 pL del buffer NW2. En ambos lavados, después de
anadir el buffer se realizaba una centrifugacidon durante 1 minuto a 11.000
x gy se descartaba el eluido.

Tras los lavados se dejaba secar la membrana de la columna mediante una
nueva centrifugacion a 11.000 x g durante 2 minutos.

Finalmente, se elufa el ADN purificado en 100 pL del buffer NE vy se

almacenaba a -202C hasta su uso en los ensayos moleculares.

Al3. Seleccion de secuencias y diseno de primers

En los trabajos presentados en la Tesis Doctoral, se han llevado a cabo ensayos

LAMP para la deteccion de Loa loa, VFHCC y Plasmodium spp. Para ello, se han

utilizado tanto primers disefiados por nuestro grupo como otros utilizados por otros

autores. Los diferentes primers utilizados y su longitud en pares de bases (pb) se

recogen en la tabla 2.
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Tabla 2. Primers utilizados en los estudios realizados durante la Tesis Doctoral.

. . ] Pares de .
Diana Primer Secuencia Referencia
bases (pb)
F3 TCAGCATTTATAACAAGAAGCA 22
. B3 GAATTACTGTGATGGATTACTACA 24
Secuencia
. CAGCTCCTCACTGTGGCATG-
repetitiva de FIP 40 (2)
Lo loa CCAAAAAACACCGATGGATG
oa lo
BIP TTAAGCGACTTCGTGCTGCTAC- 43
TCAGAAAACAACACTGTATCC
F3 TRGAGGCTCTCAAYGGGTAT 20
B3 GGGAAGGTTTCTGGAGTCAC 20
FIP GCTCYTGTGCYTTGGCAATGT- "
Segmento S del AGCAYAAGGACGAAGTTGAC 3)
VFHCC BIP AYTCGTCTGCWCTTCGTGCACA- 1
CGGCCTTGTAYAGCCAGTAG
LF CATGCTGTCRGCACTTGCTTT 21
LB AGATTGACACYGCTTTCAGCTC 22
F3 TGTCAACTACCATGTTACGAC 21
B3 AACGGTCCTAAGGTAGCAA 19
ADN FIP TACGGCCCGACGGTAAGATCG 36
. . TAACCATGCCAACAC
mitocondrial de (4)
. AGGAGTCTCACACTAGCGACA
Plasmodium spp. BIP 44
AAATTCCTTGTCGGGTAATCTC
LF CTGAGCACCTTAACTTCCCTAA 22
LB TACACCGTTCATGCAGGAC 19

"Las pares de bases en negrita corresponden a las bases degeneradas “wobble bases”™: R=G/A, Y=C/T, W= T/A.

La seleccidn de secuencias y disefio de primers para la técnica LAMP es uno de
los puntos mds criticos, ya que va a determinar la sensibilidad y la especificidad final.
Hay que tener en cuenta numerosos factores que influyen tanto en la seleccidn de las
secuencias como en el diseno de los primers. En el caso de la seleccién de las secuencias
los principales factores son los siguientes (5):

a. Grado de repeticion en el genoma: las probabilidades de deteccidon de una
secuencia aumentan cuanto mayor es su grado de repeticion en el genoma.

b. Grado de especificidad: es muy importante realizar un estudio valorando la
reactividad cruzada de una secuencia con otras secuencias de especies afines.

c. Grado de conservacion: es importante que la secuencia esté conservada en el
genoma y no presente muchas variaciones entre cepas.

d. Grado de estudio de la secuencia: la secuencia utilizada debe ser
profundamente conocida y haberse corregido su composicion nucleotidica varias

VECCES.
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Para el disefio de los primers, es importante considerar numerosos factores,

todos ellos recogidos en la guia “A guide to LAMP primer designing” disponible en el

programa online Primer Explorer V5 (https://primerexplorer.jp/e/) (6):

a.

b.

La secuencia diana seleccionada debe tener una longitud de 200-2000 pb.
Contenido de GC: en secuencias ricas en GC, el contenido GC de los
primers deber ser aproximadamente de 50-60 % y, en el caso de secuencias
ricas en AT, el contenido GC de los primers debe estar entre 40-50%.
La temperatura de anillamiento (Tm, del inglés melting temperature) debe
ser entre 60-652C en secuencias ricas en GCy de 55-602C en secuencias ricas
en AT. Ademds, las Tm de las distintas secuencias de los primers han de ser:

e Flcy Blc: 642C-662°C

e F2yB2:592C-61eC

e F3yB3:64oCy 66°C
El extremo 3" no debe ser rico en AT ni complementario a otros primers
con el fin de evitar la formacién de estructuras secundarias.
Estabilidad del extremo terminal de los primers: el final de cada cebador
sirve como punto de partida para la sintesis de una nueva hebra de ADN.
Por ello es importante que los extremos 3’de F2/B2, F3/B3 y LF/LB vy el
5’de F1c/Blc sean lo mds estables posibles. Esta estabilidad se mide a través
del incremento de energfa libre de Gibbs (AG). Esta debe ser inferior a -4
kcal/mol.
Distancia entre primers: entre el extremo 5"de F2 y B2 la distancia debe ser
de 120-180 pb, entre F2-F1/B1-B2 de 40-60 bp, y entre F2-F3/B2-B3 de 0-20
pb (Figura 1).

Backward Loop Primer

40-60 pb 0-20 pb

3 {Fac’} Fic { B1 | { B2 | 1B — 5

1 F2 § | F1 } { Bic| { B2c | 1 B3c 3
0-20 pb 40-60 pb

- —{ B3t
s —iEl

120-180 pb

LF
Forward Loop Primer

Figura 1. Representacién grifica de la localizacion de los primers en las 6 regiones de una secuencia

ADN diana. Se muestran las tres regiones de los forward primers (F1, F2 'y F3) y las tres regiones de los
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backward primers (B1, B2 y B3) junto con sus regiones complementarias en la cadena opuesta (F1c, F2c
y F3¢; Blc, B2c y B3c). Se indican las distancias (en pares de bases; pb) que deben cumplir los primers

para el disefio correcto de los mismos.

Teniendo en cuenta todas estas caracteristicas, se disenaron los primers
utilizados en el segundo articulo de investigacion. El procedimiento seguido para

su diseno se muestra a continuacion.

Al3.1 Seleccidn y obtencion de las secuencias

El Virus de la Fiebre Hemorrdgica de Crimea-Congo (VFHCC) presenta un
genoma trisegmentado (segmento S, segmento M y segmento L) por lo que su
variabilidad genética es muy elevada. Teniendo en cuenta que el segmento S es el
segmento mds conservado en el genoma, se realizé una revision bibliogrifica en
PubMed para la busqueda de secuencias del segmento S del VFHCC. Con el fin de
detectar el mayor namero de cepas posibles, se seleccionaron un total de 51 secuencias
de las cuales se obtuvo el nimero de GenBank. A continuacién, como se indica en la
figura 2, se descargaron en la pdgina web del NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
Para ello, seleccionamos la base de datos Nucleotide e introducimos el codigo de

GenBank en la barra de basqueda.

National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

Nudleotide | [DQ078413 [ search |
L 7Hnme Welcome to NCBI Popular Resources
e The National Center for Biotechnology Information advances science and health by providing access to Publed
All Resources biomedical and genomic information Bookshelf
Chemicals & Bioassays About the NCBI | Mission | Organization | NCBI News & Blog Pubhed Central
Data & Software BLAST
DNA & RNA Submit Download Learn Nucleotide
Genome
Domains & Structures Deposit data or manuscripts Transfer NCBI data to your Find help documents, attend a
Genes & Expression into NCBI databases computer class or watch a tutorial SNP
Genetics & Medicine Gene
—_— Protein
Genomes & Maps
PubChem
Homology
Literature
Proteins NCBI News & Blog
Sequence Analysis New Improvements! Try out our Foreign
o m— Develop Analyze Research Contamination Screen (FCS) Tool
. Y . Use NCBI APls and code Identify an NCBI tool for your Explore NCBI research and N 22 Mar 202
Training & Tutorials libraries to build applications data analysis task collaborative projects ;nad”;;‘ili‘/“?:m j’n‘%llﬁf‘;"f‘izf:an o~
Variation

NCBI's Genome Decoration Page (GDP)
to Retire in September 2023

As of September 2023, NCBI's G

aratinn Pana (GNP will ne I

New Way to View and Download Related

Figura 2. Busqueda de la secuencia DQ074613 en la seccién Nucleotide del NCBI.
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Una vez realizada la basqueda, se abre una ventana con toda la informacion
correspondiente a la secuencia y se procede a la descarga en formato FASTA como se
indica en la figura 3. Este formato es el mds habitual para su uso en los diferentes

programas de manejo y edicién de secuencias nucleotidicas.

National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

Nucleotide Nucleotide v || [ Search |
Advanced Help
GenBank Send to: ~
R n shown -
i 3 ) . ® Complete Record
Crimean-Congo hemorrhagic fever virus strain Semunya segmen O coding Sequences
w -
sequence Choose Destination
GenBank: DQO76413.1 @File QO Clipboard I
. - fquence —
EASTA  Graphics O Collections O Analysis Tool i
Gotoe ™ Download 1 item
Locus DQB76413 1581 bp  RNA linear  VRL 23-NOV-2005 Format lee Features
DEFINITION Crimean-Congoe hemorrhagic fever virus strain Semunya segment S, FASTA ~
complete sequence. — Ence
ACCESSION  DQB76413 Show 61
VERSION DQE76413.1 Create File I
KEVWORDS . Jation =
SOURCE Crimean-Conge hemorrhagic fever orthonairovirus —
ORGANISM Crimean-Conge hemorrhagic fever orthonairovirus Protein
Viruses; Ribeviria; Orthornavirae; Megarnaviricota; PubMed
Polypleviricotina; Ellioviricetes; Bunyavirales; Nairoviridae; ’
Orthonairovirus. Taxonomy
REFERENCE 1 (bases 1 to 1581)
AUTHORS ~ Chamberlain,]., Cook,N., Lloyd,G., Mioulet,V., Tolley,H. and Full text in PMC
Hewson, R.
> E
TITLE Co-evelutionary patterns of variation in small and large RNA RefSeq Genome for Species
segments of Crimean-Congo hemorrhagic fever virus RefSeq Genome Sequences
JOURMAL 1. Gen. Virol. 86 (PT 12), 3337-3341 (2005)
PUBMED 16298979
REFERENCE 2 (bases 1 to 1581) - =
AUTHORS ~ Chamberlain,J. and Hewson,R. LinkOut to external resources
TITLE Direct Submission LANL Hemorrhagic Fever Virus sequence
JOURMAL ~ Submitted (26-MAY-20885) Novel & Dangerous Pathogens, Centre for database [LANL Hemorrhagic Fever Virus ..]
Emergenc: and Health Protoction Acenc

Figura 3. Caracteristicas de la secuencia seleccionada DQ074613 y su descarga en formato FASTA.

Una vez descargadas las 51 secuencias nucleotidicas, estas se dividieron segun
el origen geografico de los aislados: secuencias Africanas (n=11), secuencias Asidticas
(n=24) y secuencias Europeas (n=16). A continuacion, se realizaron secuencias
consenso “geograficas” denominadas consenso Africana (AFC), consenso Asidtica
(ASC) y consenso Europea (EUC). Finalmente, a partir de estas 3 secuencias consenso
“geograficas” se obtuvo una secuencia consenso global (GC) de 1672 pb utilizada para

el disefio de los primers (Figura 4).
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Segmento S

n=51

[ |

Secuencias Africanas Secuencias Asidticas Secuencias Europeas
n=11 n=24 n=16
Consenso secuencia Consenso secuencia Consenso secuencia
Africana (AFC) Asidtica (ASC) Europea (EUC)
[ J
CONSENSO
GLOBAL (GC)

Figura 4. Representacion del esquema utilizado para la obtencién de la secuencia consenso global (GC).

Para la obtencién de las secuencias consenso, en primer lugar, se realizaron
alineamientos ~ multiples  utilizando el  software  online  ClustalW
(https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw). En “Seleccionar archivo”,
seleccionamos las secuencias que queremos alinear y posteriormente usamos la
funcion “Execute Multiple Alignment” para visualizar y descargar las secuencias
alineadas (Figura 5 y 6). En segundo lugar, las secuencias consenso se obtuvieron
mediante el programa BioEdit (solo disponible para usuarios Windows)
(https://bioedit.software.informer.com/download/?lang=es) (7). Para ello, abrimos el
alineamiento previamente descargado y seleccionamos “Alignment” y dentro de esta

ventana seleccionamos “Create Consensus Sequence” (Figura 7).
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Multiple Sequence Alignment by CLUSTALW

ETE3 MAFFT CLUSTALW PRRN

Help
General Setting Parameters:

Output Format: | CLUSTAL W

Pairwise Alignment: ® FAST/APPROXIMATE O SLOW /ACCURATE

Enter your sequences (with labels) below (copy & paste): ® proTEIN O DNA

Support Formats: FASTA (Pearson), NBRF/PIR, EMBL/Swiss Prot, GDE, CLUSTAL, and GCG/MSF

Or give the file name containing your query
Merge Out...siatica.txt

I Execute Multiple Alignment H Reset ]

Figura 5. Pdgina inicial del software on/ine ClustalW.

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

AY©29157.1 TCTCAAAGAAACACGTGCCGCTTACGCCCACAGTGTTCTCTTGAGTGCTAGCAAAATGGA
JN572087.1 TCTCAAAGAAACACGTGCCGCTTACGCCCACAGTGTTCTCTTGAGTGCTAGCAAAATGGA
AJeles4s8.1 TCTCAAAGAAACACGTGCCGCTTACGCCCACAGTGTTCTCTTGAGTGCTAGCTAAATGGA
AF358784.1 TCTCAAAGAAACACGTGCCGCTTACGCCCACAGTGTTATCTTGAGTGCTGACAAAATGGA
MN135942.1 = ---------mmmmmm e GCCCACAGTGTTCTCTTGAGTGTTGGCAAAATGGA
AF415236.1 TCTCAAAGAAACACGTGCCGCTTACGCCCACAGTGTTATCTTGAGTGCTGACAAAATGGA
AF527819.1 TCTCAAAGAAACACGTGCCGCTTACGCCCACAGTGTTCTCTTGAGTGTTGGCAAAATGGA
DQA4A6214.1 —mmmm s mmmmmmm—m———— - ACGCCCACAGTGTTCCCTTGAGTGTTGGCAAAATGGA
AJ538196.1 TCTCAAAGAAACACGTGCCGCTTACGCCCACAGTGTTCTCTTGAGTGTTAGCAAAATGGA
KY262516.1 TCTCAAAGAAACACGTGCCGCTTACGCCCACAGTGTTCTCTTGAGTGCTGGCAAAATGGA
JX9e8640.1 TCTCAAAGAAACACGTGCCGCTTACGCCCACAGTGTTCTCTTGAGTGTTGGCAGAATGGA
K1566219.1 TCTCAAAGAAACACGTGCCGCTTACGCCCACAGTGTTCTCTTGAGTGTTGGCAGAATGGA

uss414.1 TCTCAAAGAAACACGTGCCGCTTACGCCCACAGTGTTCTCTTGAGTGTTGGCAAAATGGA

DQ211645.1 TCTCAAAGAAACACGTGCCGCTTACGCCCACAGTGTTCTCTTGAGTGCTGGCAAAATGGA
HMA52385.1 TCTCAAAGAAACACGTGCCGCTTACGCCCACAGTGTTCTCTTGAGTGTTGGCAAAATGGA
AY297691.2 TCTCAAAGAAACACGTGCCGCTTACGCCCACAGTGTTCCCTTGAGTGCTAGCAAAATGGA
Ky213714.1 -------- AAACACGTGCCGCTTACGCCCACAGTGTTCTCTTGAGTGTTGGCAAAATGGA
AY223475.1 TCTCAAAGAAACACGTGCCGCTTACGCCCACAGTGTTCTCTTGAGTGCTAGCAAAATGGA
AFA481799.1 TCTCAAAGAAACACGTGCCGCTTACGCCCACAGTGTTCTCTTGAGTGCTAGCAAAATGGA
DQ211642.1 TCTCAAAGAAACACGTGCCGCCTACGCCCACAGTGTTCTCTTGAGTGCTAGCAAAATGGA
GQ237053.1 TCTCAAAGAAACACGTGCCGCTTACGCCCACAGTGTTCTCTTGAGTGTCTGCAAAATGGA
MH296675.1 -CTCAAAGAAACACGTGCCGCTTACGCCCACAGTGTTCTCTTGAGTGCTAGCAGAATGGA
JN@86996.1 - ATGGA

=k
AY©29157.1 GAATAAAATCGAGGTGAATAACAAAGATGAAATGAACAAGTGGTTTGAAGAGTTCAAGAA
JN572087.1 GAATAAAATCGAGGTGAACAACAAAGATGAGATGAACAAGTGGTTTGAAGAGTTCAAGAA
AJeles48.1 GAATAAAATCGAGGTGAATAACAAAGATGAGATGAACAGGTGGTTTGAAGAGTTCAAGAA
AF358784.1 GAACAAAATCGAGGTGAATAACAAAGATGAGATGAATAAGTGGTTTGAAGAGTTCAAGAA

Figura 6. Representacion grafica del alineamiento generado utilizando el software on/ine Clustal W.
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% File Edit Sequence Alignment View AccessoryApplication RNA WorldWide Web Options Window Help NEIE
B0 Minimize Alignment
Minimize alignment to mask
[=] Couier New
Sequence |dentity Matrix
Mode: [Sekect / Side v Creste Consensus Sequence ]
o Entropy (H(x)) plot = s |
g 1DL
g arstion Gt A e e
= Positional Nucleotide Numerical Summary 110 120
2Y029157.1 - . .
IN572087.1 Positional Amino Acid Numerical Summary
25010648.1 Pesitional frequency summary (any characters, ~-. are gaps)
|AF358784.1 = -
MN135942.1 Find Conserved Regions
AF415236.1 Similarity Matrix (for alignment and shading)
AF527810.1 ¥ o
DQ446214.1 Strip columns containing gaps
AJ538196. 1 Plot identities to first sequence with a dot
[KY362516.1
JX908640.1 Information scan
L ggfili -1 Plota bitmap representing the alignment (1 pixel per base)
DQ211645.1 Create IUPAC consensus in selected columns (nuclectide only, no threshold)
ioadta- Flush the alignment (pad ends vith gaps to longest sequence)
FY213714.1 Align pipes throughout aligmnment
[AY223475.1
IAF481799.1 Align spaces throughout alignment
DQ211642.1
GQ337053.1
IMH396675.1
UN08E996.1

Figura 7. Representacion grafica para la generacion de las secuencias consenso utilizando el programa
BioEdit.

Al.3.1.1 Ensayo in stlico de especificidad

Antes de proceder al disefio de los primers, conviene realizar un andlisis i stlico
de especificidad para comprobar que la secuencia seleccionada no presenta reactividad
cruzada con otras secuencias de otros patdgenos afines o con secuencias del propio
hospedador. Esta especificidad se realiza utilizando el software online Nucleotide
BLAST (Nucleotide Basic Local Aligment Search Tool) disponible en la base de datos del
NCBI (https:/blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Esta nos permite introducir la
secuencia diana y la secuencia de los primers diseiados y compararlos con gran
cantidad de secuencias disponibles. Para ello, introducimos la secuencia GC en el
apartado “Enter Query Sequence” y, en la categoria de “Organism” afniadimos todos los
organismos afines que queramos comparar, en nuestro estudio tuvimos en cuenta
otros virus como Zatre Ebolavirus (taxid:186538), Sudan Ebolavirus (taxid:186540),
Lassa mammarenavirus (taxid:11620), Marburg Marburgvirus (taxid:11269), Yellow fever
virus (taxid:11089), Rift Valley fever virus (taxid:11588), West Nile virus (taxid:11082),
Dengue virus (taxid:12637) y Chikungunya virus (taxid:37124) (Figura 8).
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National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

BLAST ©» blastn suite Home Recent Results

Standard Nucleotide BLAST
m blastp blastx tblastn tblastx

Enter Query Sequence
Enter i gi(s), or FASTA @ clear Query subrange @

CAACGTCAAGGGCAATGCCACCAGTGCCAACATCATCTAAAACTCAAAN o From I:l
TGCTCTGNATTCAGCTTTCCTCCTCCTGCACNGCTANNTACAANTGNAA &
CNATCAANCATGTTTATTTTAANTGCTTATNTAATCNTGTTTTATTAACNTT
TTCTTATTTTCTTINGTTTTAAACACTTAAAGGGCTGTGCGGCAACGATAT /| To

Or, upload file Ninguno archivo selec. @

Job Title | ‘

BLASTN programs search nucleotide databases using a nucleotide query. more...

Enter a descriptive title for your BLAST search (2]
[ Aiign two or more sequences @

Choose Search Set

Database @ standard databases (nretc) O rRNAITS databases () Genomic + transcript databases () Betacoronavirus
Nuclestide collection (nr/nt) hd \9
Optional | zaire evolavirus (1axic. 186538) ][] excluce (Add organism
| sudan ebolavirus (taxid:186540) | exciude
| Lassa mammarenavirus (taxid: 11620) ] exclude
[ Marburg marburgvirus (taxid: 11269) 1] exclude
[ Yellow fever virus (taxid:11089) 1] exclude
[ Rift Valley fever virus (taxid:11588) 1] exclude
| west Nile virus (taxid:11082) ]0J excluge
| Dengue virus (taxid: 12637) ]0J excluge
| chikungunya virus (taxid:37124) ] exclude
Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown 9
Exclude [ models (xmixP) ] Uncuituredrenvi sample
Optional

Figura 8. BLAST para comprobar la especificidad de la secuencia GC con todas las secuencias
disponibles en la base de datos del NCBI.

AlL3.2 Disefio de primers

Para el disefio de los primers pueden utilizarse diferentes programas como
Primer Biosoft (http://www.premierbiosoft.com/), Optigene LAMP designer
(http://www.optigene.co.uk/lamp-designer/), NEB LAMP primer designer tool
(https://lamp.neb.com/) y PrimerExplorer V5 (https://primerexplorer.jp/e/). En nuestro

estudio utilizamos el Primer Explorer V5. Para ello abrimos el enlace y en “Seleccionar
archivo”, subimos nuestra secuencia GC obtenida en el apartado anterior y usamos la
funcion Primer design (Figura 9). El programa gener6 2 juegos de primers distintos,
para conocer los detalles de estos cebadores, se accedi6 a través de “Display” (Figura

10).
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PrimerExplorer V5

Software

Operation procedure for

designing 1 lar primers

1. Click on [Browse] button.
Choose and upload the target sequence file.
Following formats can be used.
« Plain text format (sequence only)
« FASTA format
« GenBank format
« Multiple alignment file format
« Target sequence save file format

2. Choose the corresponding parameter set.

3. Click on the [Primer Design] button

Target Sequence File/Primer Information File

Consenso...| (GC).fas

Parameter Sef(not applicable to the loop primer design.)
® Automatic Judgment
O Normal
O User Assignment

Seleccionar archivo | Ninguno archivo selec.

Operation procedure for
designing loop primers

1. Click on the [Browse] button.
Choose the Primer Information File.

2. Click on the [Primer Design] button.

Primer Design

Figura 9. Pdgina principal del software Primer Explorer V5.

UPLOAD FILE: Consenso Global (GC).fas
1 TCICZ CACGIGCCG CTTACGCCCA CAGTGTICTC TIGAGTETIG CA ATCG RGGT L 20 e Set Mutation
EENRAAANRE RRREEERHHH WAAARRERIE FANHHAAA KN KA HAAA IR R RREES RAAAA AR
Mut/Cons
a1 G CIT 16&0
* e Clear
TGGACAAGTT TIGTGTITCCAG ATGGCCAGTG T RRLAG GRTTCCATCT 240
it Pt rr e
Fixed Primer
GTGAR 320
e
321 Gi ACTT g TT ARRTCTTGGG A 400
PP AR R R AN
F1
C TTT! 480
o Fx RrrrREREER FERRRR A B1
Snnnn CEEEE Clear
120
SaveTargeI
1 T T G 800
HRRAAA AT RRRRARRAAS ARARNE R HARARARE KRR i
GIG GA agp ¥ Design Option
i
® Default
£
Number of Primer Candidates: F1=127, F2=184, F3=457, B1=149, B2=163, B3=484, FIP=103, BIP=135 OCOmmDI‘I
2 Primer set(s) were gensrated.
O Specific
4
1.Generate 2 sets were generated
2 Display
If you can have more detail settings, please click below.

Figura 10. Generacion de los juegos de primers LAMP dentro de la secuencia GC.
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AlL3.2.1 Andlisis de los primers obtenidos

En este punto se pudo observar el sitio de anillamiento concreto de los
diferentes juegos de primers diseniados, asi como el valor de AG de cada uno de ellos.
Generalmente, se rechazan los juegos de primers que presentan una AG mayor a -2,00
kcal/mol. En este caso, se seleccionaron ambos juegos y mediante la funcién
“Confirm” se obtuvieron todas las caracteristicas necesarias para la evaluacién de cada
uno de los juegos, incluyendo su posicidn, longitud en pares de bases, temperatura de
anillamiento (Tm), AG en los extremos 3" y 5’y el contenido en G+C (GC rate)

(Figura 11y 12).

PrimerExplorer V5 Software

1. Turn on the check box to make an order.
2. Push "Confirm" button in order to transfer to page "Order".
3. Push "Save List" button to download Excel format file.

Confirm Save List Designld 230325202711

Primer set: sorting rule [Easy]

[Target DNA o
(Complement)

CONSENSUS()
Primer IDdG(dimer)561 691

tgtagtiaccggaagttgggtgg

M 223|[1]
3] -2.16
[outputs: 2 sets] Displayed1-2. Designld 230325202711

Figura 11. Posicién de anillamiento y valor de AG de cada uno de los juegos de primers LAMP
disefiados dentro de la secuencia GC.
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Primer Information Save
1 1D:1 dimer(minimum)dG=-2.23
label 5'pos 3'pos len Tm  5dG 3dG GCrate Sequence
F3 598 617 20 59.65 -65.45 -4.41 0.50 GGGGTGGTGATGRRARTCCA
B3 789 808 20 59.94 -5.18 -535 050 CGICTTCTTGGCTTCGTCAA
FIP 41 GGTGGGTTGAAGGCCATGATGT-GTGAGCCGTGRAACATGTGG
BIF 42 STTCAGGAATAGC-TCCCTTCCCTITCAGTCTCTG

F2 626 644 19 60.55 -5.75 -5.05 058 GTGAGCCGTGRRACATGTGG
Fic 675 696 22 6509 -645 -4.46 R
B2 785 784 20 5997 -5.20 -460
Bic 714 735 22 6415 474 397 055 AGTCAGGCCGTTCAGGAATAGT

Primer Information Save

2 ID:3 dimer(minimum)dG=-2.16

label 5'pos 3'pos len Tm  5dG 3'dG GCrate Sequence

F3 809 828 20 59.87 -5.70 -457 050 TGGAGGCTCTCARATGGGETAT

B3 1001 1020 20 5950 -530 -4980 055 GGCRARGGTTTCTCGGRGTCAC

FIP 41 GCTCCTGTGCCTTGGCAATGT-AGCACARGGACGAAGTTGAC
BIP 41 ATTCGTCT CTTCGTGCACA-CGGCCTTGTAAGCCAGTAG
F2 836 855 20 59.94 580 467 2
Fic 895 915 21 6563 -593 -4.21

B2 980 998 189 5944 -7.36 407 GCCRGTAG
Bic 925 0946 22 64.41 -473 -597 050 ATTCGTCTGCTCTTCGTGCACR

BAGTTGAC

TTGGCAATGT

Figura 12. Caracteristicas de los dos juegos de primers LAMP generados.

Al 3.2.2 Primers degenerados

Ademds, realizamos un andlisis 72 silico para comprobar que cada uno de los
primers hibridaba con las 51 secuencias nucleotidicas empleadas en el disefio de los
mismos. Para ello, utilizamos el programa BioEdit. Brevemente, abrimos el archivo
con las 51 secuencias y uno de los primers (en el ejemplo, utilizamos la secuencia del
primer externo F3), seleccionamos “Accessory application” y dentro de esta ventana
“ClustalW Multiple Alignment” (Figura 13). A continuacion, se abre una nueva
ventana y se observa el alineamiento del primer F3 con las 51 secuencias (Figura 14).
Pudimos observar que, en algunas ocasiones, uno o dos nucledtidos no coincidfan,
por lo que optamos por disenar primers degenerados, los cuales presentan en alguna
de sus posiciones varias bases posibles. En la tabla 2 del apartado “Al3. Seleccion de
secuencias y diserio de primers”, se muestran los primers disehados con las respectivas

bases degeneradas o “wobble bases”.
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% File Edit Sequence Alignment View AccessoryApplication RNA World WideWeb Options Window Help
=D Add / Modify / Remove an Accessory Application

(=] Courer New <[ - B ClustalW Multiple alignment
Mode: [Select / Side v Selection: 24 1 Gataeld
Position: 53

CAP contig assembly program
I0D - BB S5 I
& 1 DT D Heo - BN ClustalW Example Application
= £

= | DNADist ---> Neighbor phylogenetic tree

DNADist DNA distance matrix
DNAmI DNA Maximum Likelihood program

DNAmlk DNA Maximum Likelihood program with molecular clock

DNAPars DNA parsimony method

FastDNAmI DNA maximum likelihood

Fitch -- Fitch-Margoliash and Least-Squares Distance Methods

Kitsch -- Fitch-Margoliash and Least Squares Methods with Evolutionary Clock
muscle

NEIGHBOR -- Neighbor-Joining and UPGMA methods

ProML Protein Maximum Likelihood program

Protdist ---> Fitch phylogenetic tree

Protdist ---> Neighbor phylogenetic tree

Protdist protein distance matrix

Protpars protein parsimony method

Figura 13. Representacion grafica del andlisis 7n silico para comprobar la hibridacién entre los primers

disefiados y las 51 secuencias nucleotidicas utilizando el programa BioEdit.
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Figura 14. Representacion grafica del alineamiento de las 51 secuencias nucleotidicas y el primer F3.

Al4. Examen microscopico

En el primer articulo de investigacion, el examen microscopico para la
deteccion de microfilarias en sangre se realizé en el Centro Nacional de Medicina
Tropical, Instituto de Salud Carlos III, Madrid, Espaiia.

En el tercer articulo de investigacion, el examen microscépico se llevo a cabo
durante la estancia doctoral en el Hospital Nossa Senhora da Paz, Cubal, Angola. Para

ello, se realizaron frotis fino y gota gruesa de sangre capilar de 200 pacientes. Una vez
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recogidos los frotis sanguineos, el frotis fino se fij6 con metanol. A continuacion, se
sumergieron en jarras de tincién que contenfan Giemsa al 10% durante 15 minutos y
luego fueron lavados con agua para quitar los restos de tincién. Una vez tefiidos, se
procedié a su lectura bajo microscopio con un aumento de 100X y aceite de
inmersiéon. La carga parasitaria de las gotas gruesas se calculd siguiendo la
metodologia descrita por Alger y colaboradores (8). Brevemente, se contaron el
numero de pardsitos por 100 leucocitos, asumiendo una concentracién constante de
8000 leucocitos/pL de sangre. Una muestra se clasificd como negativa si no se observo
ninguna forma parasitaria de Plasmodium spp. en 500 leucocitos. La férmula empleada

fue la siguiente:

N2 de parasitos en 100 leucocitos x 8000

100 leucocitos = X parasitos por uL sangre

ALS. Técnicas de amplificacién de ADN

Durante estos afnos de trabajo, siempre que se realizaba cualquier técnica de
amplificacién de ADN se segufan normas bdsicas de laboratorio. Asi, se realizaba una
limpieza previa con etanol al 70% de todo el material a utilizar y de las dreas de trabajo.
Ademds, se trabajé en dreas totalmente separadas para cada procedimiento: las
mezclas de reaccidn se prepararon en una cabina de flujo laminar previamente
irradiada con luz ultravioleta durante 15 minutos, el ADN se anadid en una zona de
extraccion y la manipulacidn de los productos amplificados se realizé en la zona de
amplificacién. El material que se utiliza en la cabina es exclusivo y no puede sacarse

ni emplearse para otra actividad.

ALS.1. Nested Polymerase Chain Reaction (Nested-PCR)

En el primer articulo de investigacion, la Nested-PCR se realizé en el Centro
Nacional de Medicina Tropical, Instituto de Salud Carlos III (Madrid, Espafia). Las
muestras se procesaron realizando la extraccion del ADN mediante el método Chelex
previamente descrito. A continuacion, se realizé la Nested-PCR basada en la secuencia
de repeticion 3 (15r3) del gen que codifica la proteina 15-kD de Loa loa siguiendo la
metodologia descrita por Touré y colaboradores (9) con ligeras modificaciones.
Brevemente, para la PCR inicial, se utilizaron 5 pL del ADN vy, 2 uL del producto
amplificado en la PCR inicial fue utilizado para realizar la segunda PCR. La

amplificacién inicial se llevé a cabo en el termociclador Applied Biosystems GeneAmp®
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PCR System 2700 durante 30 ciclos a 94°C 1 minuto (desnaturalizacién), 65¢C 1
minuto (anillamiento) y, 72eC 2 minutos (extension). Para la segunda PCR se
utilizaron las mismas condiciones, pero se redujo el ndmero de ciclos a 25. Los

productos de PCR fueron analizados mediante un sistema automdtico de
electroforesis multicapilar QlAxcel Advanced (QUIAGEN GMBF, Hilden, Alemania).

ALS.2. Reverse-transcription-quantitative polymerase chain reaction (RT-
qPCR)

En el segundo articulo de investigacion, se realizé una RT-qPCR utilizando
los primers externos disefiados (F3/B3) para comprobar que estibamos amplificando
la secuencia esperada. Para llevar a cabo la RT-qPCR se utilizé el kit One-step NZY RT-
gPCR Green Kit, ROX (Nzytech, Lda., Lisbon, Portugal) siguiendo las instrucciones
del fabricante. Las reacciones fueron realizadas en el dispositivo PCRmax ECO48 real
time PCR System (PCRmax, Stone, Reino Unido). El volumen de los distintos reactivos
para preparar la muestra de reaccién y los ciclos de temperatura se muestran en la
tabla 3 y 4.

Posteriormente, los amplicones obtenidos en la RT-qPCR se sometieron a
electroforesis en gel de agarosa al 1,5% utilizando el tampdn de carga GreenSafe
Premium (NZYtech, Lda., Lisboa, Portugal) y el marcador de peso molecular
NZYDNA Ladder V (NZYtech, Lda., Lisboa, Portugal). Los resultados se observaron

bajo luz ultravioleta.

Tabla 3. Mezcla de reacciéon de la RT-qPCR para la deteccién del VFHCC utilizando el kit One-step
NZY RT-qPCR Green kit, ROX.

Reactivo Volumen por tubo
Agua libre de nucleasas Hasta completar 20pL
One-step NZY RT-gPCR Green master mix (2x) 10 pL

F3 0,8 uL

B3 0,8 uL

NZYRT mix 0,8 uL
Muestra/Control SuL
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Tabla 4. Ciclos de la RT-qPCR para la deteccién del VFHCC.

Ciclos Temperatura (2C) Tiempo Etapa
1 50 20 min Retrotranscripcion
1 95 10 min Activacion de la polimerasa
95 15 seg Desnaturalizacién
40 . . . .
60 1 min Anillamiento/Extensién

Al.5.3. LAMP colorimétrico

Las mezclas de reaccién utilizadas para llevar a cabo el ensayo LAMP
colorimétrico en el primer y tercer articulo de investigacion son andlogas. Se hardn
especificaciones particulares cuando sea necesario. Brevemente, la mezcla de reaccion
LAMP contiene los siguientes reactivos: dANTPs (1,4 mM), Isothermal buffer 1X (20mM
Tris-HCI (pH 8.8), 50 mM KCI, 10 mM (NH4)2504, 2 mM MgSO4, 0.1 % Tween20),
MgSO4 suplementario (6 mM), 8U de polimerasa Bst 2.0 WarmStart (NEW
ENGLAND BIOLABS, Reino Unido), 0,4 pM LF/LB (de cada uno, si se incluyen), 1,6
M FIP/BIP (de cada uno) y 0,2 uM F3/B3 (de cada uno) (BIORON). Los volumenes

de reaccidn para llevar a cabo un LAMP se muestran en la abla 5.

Tabla 5. Reactivos y voldmenes para una reaccién LAMP colorimétrica.

Reactivo Volumen por tubo
H.0 mQ’ Hasta completar 15 pL
dNTPs 2,1 uL

Isothermal buffer 10x 1,5 puL

MgSOx4 0,9 uL

LF/LB 0,6 uL

F3/B3 0,3 uL

FIP/BIP 0,24 pL

Bst polimerasa 2.0 0,6 uL
Muestra/Control 2 ul

*H20 mQ (Agua ultrapura)

Una vez realizada la mezcla de reaccidn se distribuyeron 13 pL de mezcla a
cada tubo. Después, se afiadieron 2 pL. de muestra/control a cada tubo. La incubacion
de los tubos de reaccidn se realizé a 652C durante 50 minutos y posteriormente 5-10
min a 802C para la inactivacién de la enzima en el caso de Loa loa y a 652C durante

55 minutos seguido de 5-10 min a 802C en el caso de Plasmodium spp. La deteccion
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de los productos amplificados se llevé a cabo de manera visual a través de la adicion
de 2 uL de SYBR® Green I 1000x (INVITROGEN), que produce un cambio de color
de naranja (negativo) a verde (positivo). Ademds, la visualizacién de los resultados
también puede realizarse mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1,5% para
la observacion del tipico patrén de bandas en escalera caracteristico de una reaccion

tipo LAMP.

AlLS5.4. LAMP a tiempo real

A diferencia del LAMP colorimétrico, en este caso el método de deteccidon de
la amplificacién se realiza anadiendo al inicio de la reaccion 0,24 pL de colorante
intercalante fluorescente EvaGreen 20x (BIOTIUM, Fremont, Estados Unidos). La
monitorizacidén de la reaccidn a tiempo real se llevd a cabo en dos dispositivos
diferentes: en el dispositivo portdtil Genie IIl (OPTIGENE Ldt., Horsham, Reino
Unido) y/o en el dispositivo PCRmax ECO 48 real time PCR System (PCRmax, Stone,
Reino Unido).

ALS5.5. Reverse-transcription-LAMP (RT-LAMP)

Para la deteccion de ARN mediante la tecnologia LAMP (RT-LAMP) se
pueden utilizar dos enzimas diferentes: la enzima Bst 3.0 (NEW ENGLAND
BIOLABS Ldt., Ipswich, Estados Unidos) que tiene tanto actividad polimerasa como
retrotranscriptasa o utilizando la polimerasa Bst 2.0 WarmStart (NEW ENGLAND
BIOLABS, Reino Unido) junto con la enzima retrotranscriptasa RTx (NEW ENGLAD
BIOLABS Ltd., Ipswich, EE. UU.). Las reacciones son andlogas al LAMP
colorimétrico y a tiempo real descrito en los apartados anteriores, simplemente se
anade a la mezcla de reaccion 0,3 pL de la enzima RTx. En el segundo articulo
cientifico se llevaron a cabo los RT-LAMP tanto de forma colorimétrica como a
tiempo real. En este caso, el volumen final de reaccion, en lugar de 15 pL fue 25 pL.
La incubacidn se realizé de dos maneras diferentes:

e RT-LAMP colorimétrico: a 632C durante 60 minutos y 5-10 minutos a
802C para inactivar la enzima.

e RTLAMP a tiempo real: a 632C durante 70-80 minutos seguido de 10
minutos a 802C o a 502C para facilitar la retrotranscripcion seguido de

50 minutos a 632C y 5-10 minutos a 802C.

176



Anexo 1. Anexo metodologico

En la tabla 6 se muestran detallados los volidmenes de reaccién utilizados.

Tabla 6. Reactivos y volimenes necesarios para llevar a cabo una RT-LAMP colorimétrica.

Reactivos Volumen por tubo
H:O mQ Hasta completar 25 puL
dNTPs 3,5ulL

Isothermal buffer 10x 2,5uL

MgSO4 1.5 uL

LF/LB 1l

F3/B3 0,5 uL

FIP/BIP 0,4 uL

RTx polimerasa 0,5 uL

Bst polimerasa 2.0 1uL
Muestra/Control 3ul

AL6. Ensayos de sensibilidad y especificidad
Al6.1. Sensibilidad

En el segundo articulo de investigacion se evalud la sensibilidad del ensayo
RT-LAMP disefiado para la deteccion del VFHCC. Para ello se utilizé como control
positivo una muestra de un paciente diagnosticado con FHCC en el Hospital Del
Bierzo (Ponferrada, Ledn, Espafia) con un resultado positivo por RT-PCR. El ARN se
midi6 utilizando un espectrofotdometro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop
Technologies, Wilmington, NC, EE.UU.) y se diluy6 en agua ultrapura hasta una
concentracién final de Sng/pL. A continuacidn, se realizaron diluciones seriadas
desde 1x a 1:10° y se almacenaron a -802C hasta su uso. Los ensayos de sensibilidad se

realizaron tanto colorimétricamente como a tiempo real.

AlL®6.2. Especificidad

En el segundo articulo de investigacion se realizaron estudios de
especificidad del ensayo RT-LAMP disenado para la deteccion del VFHCC. Para ello
el ensayo se someti a pruebas cruzadas de especificidad contra un panel de 8 aislados
de ARN, incluyendo virus hemorrdgicos: virus del Ebola (cepa Zaire y Sudin) y virus
de Lassa, cedidos amablemente por el Centro Nacional de Microbiologia, Instituto de
Salud Carlos III (Madrid, Espafia) y virus respiratorios: virus respiratorio sincitial A
(RSVA), virus respiratorio sincitial B (RSVB), coronavirus NL63 (NL63), coronavirus
OC43 (OC43) e influenza A H1 (AH1), cedidos generosamente por el Laboratorio del
Centro Nacional de Gripe, Hospital Clinico Universitario de Valladolid (Valladolid,
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Espana). Los ensayos de especificidad se realizaron tanto colorimétricamente como a

tiempo real.

Al.7. Secuenciacién de ADN

La secuenciacion del ADN en el segundo articulo de investigacion se llevo a
cabo de dos formas diferentes.

Por un lado, como se ha comentado en el apartado “ALS. Técnicas de
amplificacion”, se realizé una RT-qPCR utilizando los primers externos disenados
(F3/B3) para comprobar que estibamos amplificando la secuencia esperada. Para ello,
se utilizé una muestra positiva de un paciente diagnosticado con FHCC en el Hospital
del Bierzo (Ponferrada, Espana). Para la secuenciacion del ADN, el producto de
amplificacién obtenido en la RT-qPCR se purificd utilizando el kit NZY Gelpure
(Nzytech, Lisboa, Portugal) siguiendo los siguientes pasos:

1. Se anadieron § volumenes del buffer de union a la mezcla de reaccidn.

Posteriormente, se mezcld invirtiendo el tubo varias veces.

2. Después, se transfirié la mezcla anterior a las columnas de centrifugacién
NZYTech. Se centrifugé a 12.000 x g durante 1 min y se descarto el eluido.

3. A continuacidn, se anadieron 600 pL de buffer de lavado y se centrifugé a
12.000 x g 1 minuto y se descarto el eluido.

4. Para eliminar el etanol residual y secar la membrana de la columna, se
realizé una centrifugacién durante 1 min a 12.000 x g.

5. Por ultimo, se coloco la columna en un tubo de 1,5 mL, afiadieron 50 pL
de buffer de elucién en el centro de la columna y se incubd a temperatura
ambiente durante 1 min. A continuacidn, se realizd una ultima
centrifugacion a 12.000 x g durante 1 min y el ADN purificado se almacend

a -802C hasta uso.

Una vez purificado, se envio refrigerado al Servicio de Secuenciacion de ADN
(NUCLEUS), Universidad de Salamanca, donde se realizé una secuenciacion de
Sanger utilizando los primers externos F3 y B3.

Por otro lado, el proceso completo de secuenciacion de las muestras cedidas de
los pacientes diagnosticados con FHCC en el Hospital Universitario de Salamanca
(Salamanca, Espana) también se realizé en el Servicio de Secuenciacion de ADN
(NUCLEUS), Universidad de Salamanca. Para ello, se realizé una Nested RT-PCR

siguiendo la metodologfa descrita por Negredo y colaboradores (10). Brevemente, en
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la primera amplificacién se amplificé la region 123-764 y, en la segunda, la regién
450-674 del segmento S del VFHCC. Posteriormente, el producto amplificado se
purificé y se realizd una secuenciaciéon de Sanger utilizando el segundo juego de
primers utilizado en la Nested RT-PCR.

En ambos casos, para examinar las secuencias obtenidas por secuenciacion, se
utilizé el software gratuito BioEdit (7). Ademds, se realizo un BLAST (ver apartado
“AL3.1.1 Ensayo in silico de especificidad”) para comparar las secuencias con las
disponibles en la base de datos del NCBI.

ALS. Analisis filogenético

En el segundo articulo de investigacion se llevé a cabo un andlisis
filogenético de las secuencias obtenidas en el apartado “AL7. Secuenciacion de ADN”.
En primer lugar, se realizé un alineamiento multiple de las secuencias obtenidas y las
51 secuencias utilizadas en el disefio de los primers del ensayo RT-LAMP. Para ello, se
utilizé el software disponible online ClustalW (https://www.genome.jp/tools-
bin/clustalw) y se procedid a realizar el alineamiento multiple (ver apartado AL3.1
Seleccion y obtencion de las secuencias). En segundo lugar, se utilizé el programa MEGA
v10.2.5 (11) con el fin de seleccionar el mejor modelo de sustitucién nucleotidica. Se
selecciond el modelo “Tamura-Nei parameter” y se utilizé el método “Neighbour-
Joining” y 1000 réplicas de Bootstrap. Para general el drbol filogenético se utilizd el
software Geneious Tree Builder 2022 (12). Por dltimo, el drbol filogenético se edité

utilizando el programa Adobe® Illustrator CS4.

Al9. Analisis estadistico

En el primer y tercer articulo de investigacion para estimar la precision de
los métodos moleculares como pruebas diagndsticas, se calcularon los porcentajes de
sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo, valor predictivo negativo e
indice Kappa. Estos valores se obtuvieron mediante el programa gratuito online

WinEpi 2.0 (Working in Epidemiology: http://www.winepi.net/) (13). Se establecié un

intervalo de confianza del 95%.
Ademids, en el primer articulo de investigacion, para la representacién

grifica de los datos se utilizé el software estadistico R (v. 3.6.3) y los paquetes

“ggplotz”, “ggpubr” y “ggrepelﬁ.
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Anexo 1I. Otras publicaciones cientificas

AIL1. Otras publicaciones cientificas

En este apartado se recogen los articulos de investigacion en los cuales se ha

colaborado durante el tiempo de formacién predoctoral en el Programa de Salud y

Desarrollo en los Tropicos, en la Universidad de Salamanca. A continuacion, se
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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 uses 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

J. Garcia-Bernalt Diego, P. Fernandez-Soto(®), B. Crego-Vicente, S. Alonso-Castrillejo,
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. Schistosorma manseni 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
diagnestic tools, primarily in endemic areas. Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) is
increasingly used in molecular diagnostics as a field-friendly alternative to many cther 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 SmMIT-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 inte a cold maintenance
dryformat 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. intercalatuim, S. guineensis, S. japonicum, and S. mekongi. Tt 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.-5. (email:
pfsoto@usal.es)or A M. (email: ama@usal.es)

(2019) 9:14744 | https:/[doi.org/10.1038/541598-019-51342-2
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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.
Te-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 Schistosoma mansoni, Schistosoma
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 8. bovis. Bioinformatics tools were used for primer design, and the LAMP method was standardised
for detecting the I'TS-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 §. bovis (at different DNA concentrations). Detection limits achieved were 1pg
DNA for S. mansoni, 0.1pg for S. haematobium, 1pg for S. intercalatum, and 10pg for 8. 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
of trematode worms of the genus Schistosoma. Tt is one of the
20 tropical diseases on the World Health Organization’s
(WHO) list of Neglected Tropical Diseases (NTDs) [1]. The
disease affects at least 240 million people worldwide and

subtropical areas, although it predominates in Sub-Saharan
Africa where more than 80% of the cases occur, leading to
around 280,000 deaths annually. The Global Burden of Dis-
ease study attributed 1.43 million disability-adjusted life
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; LAMF; 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 Schistosornia 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 24-48 h. This is
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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 spedes-specific LAMP
assays for S. haematobiun, S. mansoni, S. bovis and also the genus-specific LAMP for the simultaneous
detection of several Schistosoma spedies against both DNA from pure and, for the first time, S. fiae-
matobium 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 per-
tormed with and without prior DNA extraction. The genus-specific LAMP properly amplified pure
Schistosoma species and different S. haenatobium-S. bovis hybrids with different sensitivity. The Schis-
tosoma 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; Schistosonia haematobiun; Schistosona bo-
vis; 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
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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,
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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

Biosensors 2022, 12, 424. https:/ /doi.org /10.3390 /bios12060424
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Abstract

Objectives: Loa loa and Mansonella perstans are two very common filarial species in
Africa. Although microscopy is the traditional diagnostic method for human filariasis,
several polymerase chain reaction (PCR) methods have emerged as an alternative
approach for identifying filarial parasites. The aim of this study is to compare three
molecular methods and decide which is the most suitable for diagnosing human
loiasis and mansonellosis in non-endemic regions using dried blood spot (DBS) as a
medium for sample collection and storage.

Methods: A total of 100 DBS samples, with their corresponding thin and thick blood
smears, were selected for this study. Microscopy was used as the reference method to
diagnose and calculate the microfilaraemia. Filarial DNA was extracted using the
saponin/Chelex method and the DNA isolated was assayed by Filaria-real time-PCR,
filaria-nested PCR, and cytochrome oxidase I PCR. All PCR products were subse-
quently purified and sequenced. The statistical values for each molecular test were cal-
culated and compared.

Results: Overall, 64 samples were identified as negative by all tests and a further
36 samples were positive by at least one of the methods used. The sensitivity and spec-
ificity were similar for the different molecular methods, all of which demonstrated
good agreement with microscopy.

Conclusions: Based on this study, and from a practical point of view (single and short
amplification round), the optimal technique for diagnosing filarial infection in non-
endemic regions is filaria-real time-PCR, which presents high sensitivity and specific-
ity and is also able to detect a wide range of human filariae.

KEYWORDS
dried blood spots, Filariae, Loa loa, Mansonella perstans, microscopy, molecular diagnosis, nested-PCR,
real-time PCR, saponin/Chelex

and Mansonella perstans) [1-4]. Filariae have a remarkable
specificity for their definitive mammalian host and obligate

Human filariasis is a parasitic disease caused by nematodes
that are found in different parts of the body, depending on
the species, including subcutaneous tissue (Onchocerca vol-
vulus, Loa loa, Mansonella streptocerca, and Mansonella
ozzardi), lymphatic tissue (Wuchereria bancrofti, Brugia
malayi and Brugia timori), and body cavities (M. ozzardi

Thuy-Huong Ta-Tang and Begofia Febrer-Sendra contributed equally to this study.

Sustainable Development Goals: Good health and wellbeing, Sustainable Cities and
Communities.

intermediate vector species, with the causative agent
reaching sexual maturity in the human host [5]. Two of the
most predominant human filarial species in Africa are L. loa
and M. perstans [6-8], which are the focus of this study.

Loa Loa, the parasite that causes loiasis (also known as
African eye worm) [9], is endemic in 11 African countries,
according to the Rapid Assessment Procedure for Loiasis
(RAPLOA) [6, 8, 10, 11]. The recent increased interest in
L loa began when severe adverse events (SAE) were
recorded after treatment of people heavily infected with

686 © 2022 John Wiley & Sons Ltd.
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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; Schistosotia 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

Int. J. Mol. Sci. 2023, 24, §93. https:/ /doi.org/10.3390/1jms24010893

https:/ /www.mdpi.com/journal/ijms
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AIlL2. Comunicaciones en congresos

En este apartado se recogen las comunicaciones presentadas en congresos tanto

nacionales como internacionales para la difusidn del trabajo cientifico incluido en

esta Tesis Doctoral y de otras en las cuales se ha participado durante el tiempo de

formacién predoctoral. A continuacién, se muestra una lista detallada las

comunicaciones en congresos indicando si se tratan de comunicaciones orales o

p6ster. Ademds, se incluye el resumen o certificado de cada una de ellas.

1.

Febrer-Sendra B, Ferndndez-Soto P, Escolar Ramirez E, Crego-Vicente B,
Garcfa-Bernalt Diego ], TaTang TH, Rubio JM, Gémez-Sdnchez A, Vicente B,
Vieira C, Lépez-Abédn J, Muro A. Deteccion de ADN de Loa loa en muestras
clinicas mediante LAMP (Loop-Mediated Isothermal Amplification) a tiempo
real. XXI Congreso SOCEPA. Pontevedra (Espana). 2019. Péster.

Garcfa-Bernalt Diego J, Ferndndez-Soto P, Crego-Vicente B, Febrer-Sendra B,
Gomez-Sinchez A, Gorgojo O, Vicente B, Lépez-Abin ], Muro A.
Estabilizacion de reactivos para la aplicacion de la técnica SmMIT-LAMP en el
diagnostico de la esquistosomosis a pie de paciente. XXI Congreso SOCEPA.

Pontevedra (Espaia). 2019. Comunicacion oral.

Crego-Vicente B, Ferndndez-Soto P, Sempere MA, Garcia-Bernalt Diego ],
Febrer-Sendra B, Ramos Montesdeoca M, Saugar JM, Rubio JM, Gémez-
Sianchez A, Lépez-Abdn |, Vicente B, Muro A. Deteccion de ADN de
Schistosoma mansoni mediante LAMP en un paciente asintomdtico con
eosinofilia y quiluria. XXI Congreso SOCEPA. Pontevedra (Espafia). 2019.

Pdster.

Garcfa-Bernalt Diego |, Ferndndez-Soto P, Alonso Castrillejo S, Crego-Vicente
B, Febrer-Sendra B, Gémez Sinchez A, Vicente B, Lépez-Abdn ], Muro Alvarez
A. Stabilization of SmMMIT-LAMP reagents for application in point-of-care
diagnostic of schistosomiasis. 11th European Congress on Tropical Medicine

and International Health. Liverpool (UK). 2019. Péster.
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Ferndndez-Soto E Alvarez R, Gonzdlez M, Vicente-Bldzquez A, Marin M,
Medarde M, Sanz S, Peldez R, Muro A. Disefo, sintesis y evaluacion de amidas
y sulfonamidas con actividad tipo colchicina contra Strongyloides venezuelensis.

XI Congreso Sociedad Espafiola de Medicina Tropical y Salud Internacional
(SEMTSI). Retos en Salud Global. Avila (Espafia). 2019. Poster.

. Crego-Vicente B, Ferndndez-Soto P, Sempere MA, Febrer-Sendra B, Garcia-
Bernalt Diego ], Saugar JM, Rubio JM, Gémez Sanchez A, Lépez-Abin ],
Vicente B, Muro A. Schistosoma mansoni en paciente con quiluria y eosinofilia:
deteccion molecular y seguimiento del tratamiento por LAMP. XI Congreso
Sociedad Espafiola de Medicina Tropical y Salud Internacional (SEMTSI).
Retos en Salud Global. Avila (Espana). 2019. Poster.

. Fernandez-Soto P, Garcia-Bernalt Diego |, Santos Santos D, Crego-Vicente B,
Febrer-Sendra B, Vicente Santiago B, Lopez-Abén ], Corchado JM, Muro A.
SMART-LAMP: un nuevo dispositivo portdtil para el diagndstico molecular
point-of-care. XI Congreso Sociedad Espaniola de Medicina Tropical y Salud
Internacional (SEMTSI). Retos en Salud Global. Avila (Espana). 2019.

Comunicacion oral.

. Garcfa-Bernalt Diego ], Ferndndez-Soto P, Romero Alegria A, Martin Oterino
JA, Gémez Mingo Al, Crego-Vicente B, Febrer-Sendra B, Vicente Santiago B,
Lopez-Abdn ], Muro A. Aplicacién del dispositivo SMART-LAMP para el
diagndstico point-of-care en campo: prueba piloto en Cayapas, Ecuador. XI
Congreso Sociedad Espaniola de Medicina Tropical y Salud Internacional
(SEMTSI). Retos en Salud Global. Avila (Espana). 2019. Comunicacion oral.

. Febrer-Sendra B, Ferndndez-Soto P, Crego-Vicente B, Garcia-Bernalt Diego J,
Negredo Anton A, Sdnchez Seco Farinas MP, Vieira Lista MC, Lopez Bernus A,
Belhassen-Garcia M, Munioz Bellido JL, Muro Alvarez A. Disefio, desarrollo y
aplicacién de un nuevo RT-LAMP para la deteccion del Virus de la Fiebre

Hemorragica de Crimea-Congo. XII Congreso de la Sociedad Espafiola de
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10.

11.

12.

13.

14.

Medicina Tropical y Salud Internacional (SEMTSI). Pamplona (Espana). 2022.

Comunicacidn oral.

Crego-Vicente B, Fernindez-Soto P, Febrer-Sendra B, Garcia-Bernalt Diego J,
Soto Lépez JD, Murcia X, Muro Alvarez A. Desarrollo de tecnologia LAMP
multiple para el diagndstico de eosinofilias importadas de dificil tipificacidn.
XII Congreso de la Sociedad Espafiola de Medicina Tropical y Salud

Internacional (SEMTSI). Pamplona (Espaiia). 2022. Comunicacidn oral.

Garcia-Bernalt Diego J, Ferndndez-Soto P, Mdrquez-Sdnchez S, Santos Santos
D, Febrer-Sendra B, Crego-Vicente B, Murnioz Bellido JL, Belhassen-Garcia M,
Corchado Rodriguez JM, Muro Alvarez A. SMART-LAMP: diagnéstico
molecular a pie de paciente mediante un dispositivo portdtil y tecnologfa
movil. XII Congreso de la Sociedad Espanola de Medicina Tropical y Salud

Internacional (SEMTSI). Pamplona (Espaiia). 2022. Comunicacion oral.

Salas-Coronas J, Crego-Vicente B, Luzon-Garcia P, Febrer-Sendra B, Soriano-
Pérez MJ, Garcia-Bernalt Diego J, Vizquez-Villegas J, Muro A, Cabeza-Barrera I,
Fernandez-Soto P. Utilidad de la técnica LAMP en orina en el diagndstico de
la Esquistosomosis importada: analisis preliminar. XII Congreso de la Sociedad
Espaniola de Medicina Tropical y Salud Internacional (SEMTSI). Pamplona
(Espania). 2022. Pdster.

Luzén Garcia M.P, Crego-Vicente B, Salas-Coronas J, Febrer-Sendra B, Soriano-
Pérez M.]J., Ferndndez-Soto P. Utilidad de la técnica LAMP en orina en paciente
inmigrantes con eosinofilia sin diagndstico etioldgico. Congreso Sociedad
Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia clinica (SEIMC).
Granada (Espana). 2022. Poster.

Garcfa-Bernalt Diego |, Ferndndez-Soto P, Mdrquez-Sinchez S, Santos Santos
D, Febrer-Sendra B, Crego-Vicente B, Corchado Rodriguez JM, Muro A.
Diagndstico molecular de enfermedades parasitarias a pie de paciente
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Congreso SOCEPA. 2022. Madrid (Espaifia). Comunicacion oral.
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Transactions of the Royal Saciety 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 moest
relevant mechanism of transmissicn in Europe.
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STABILIZATION OF SmMIT-LAMP REAGENTS FOR APPLICATION
IN POINT-OF-CARE DIAGNOSTIC OF SCHISTOSOMIASIS

Garcia-Bernalt Diego J,, Fernandez-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 SmMIT-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 5. 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 SmMIT-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 SMIT-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 I11, ISCIII, Spain
{(www isciii.es) grants: RICET RD16/0027/0018, DTS16/00207, PI16/01784
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 age, 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 morphaol -
ogy. He required three consecutive courses of treatment with ambisome
due to persistently abnormal bone marrow morpholegy 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 denovanii. 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.

Di ion: 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, diagnesis 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
southem 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 symptomns. 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.>%, Chatwin C.?, 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,
Nekemte, Ethiopia;

*School of Engineering and Design, University of Sussex, Brighton,
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La Sociedad Espainola de Medicina Tropical y Salud Internacional
(SEMTSI)

Certifica que el trabajo

Disefio, sintesis y evaluacion de amidas y sulfonamidas con actividad tipo colchicina contra
"Strongyloides venezuelensis

de los autores
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Juan Garcia-Bernalt Diego, Pedro Fernandez Soto, Angela Romero Alegria, José Angel Martin Oterino, Ana
Isabel Gomez Mingo, Beatriz Crego Vicente, Begofia Febrer Sendra, Maria Belén Vicente Santiago, Julio
Lépez Aban, Moncef Belhassen Garcia, Antonio Muro Alvarez

ha sido presentado como comunicacion oral en el Xl Congreso de la Sociedad Espafiola de Medicina
Tropical y Salud Internacional (SEMTSI) — Retos en Salud Global, celebrado del 28 al 30 de octubre de
2019 en Avila.

Y para que asi conste donde convenga firmamos la presente en Avila a 30 de octubre de 2019.

e \
Maria Dolores Bargues Castellé Israel Cruz Mata
Presidenta de la SEMTSI Presidente del Comité Cientifico
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Sociedad Espanola de Medicina Tropical y Salud Internacional

XIl Congreso g uiain
Museo Umiversidad de P ‘
Navarra, Pamplona '?'\wnf-w | e
del 8 al 10 de marzo de 2022

La Sociedad Espanola de Medicina Tropical y Salud Internacional
(SEMTSI)

Certifica que el trabajo

Disefio, desarrollo y aplicacion de un nuevo RT-LAMP para la deteccion del Virus de la Fiebre
Hemorragica de Crimea-Congo

de los autores

Begohfa Febrer Sendra, Pedro Fernandez Soto, Beatriz Crego Vicente, Juan Garcia-Bernalt Diego, Anabel
Negredo Antén, Maria Paz Sanchez Seco Farifias, Maria Carmen Vieira Lista, Amparo Lopez Bernus, Moncef
Belhassen Garcia, Juan Luis Mufioz Bellido, Antonio Muro Alvarez

ha sido presentado como comunicacién oral en el Xll Congreso de la Sociedad Espaiola de Medicina
Tropical y Salud Internacional (SEMTSI), celebrado del 8 al 10 de marzo de 2022 en el Museo Universidad
de Navarra de Pamplona.

Y para que asi conste donde convenga firmamos la presente en Pamplona a 10 de marzo de 2022.

/
/

~ A, === / //’/
. . P/ ;

Maria Dolores Bargues Castellé Sarﬁiago Mas-Comas
Presidenta de la SEMTSI Presidente del Comité Cientifico

www.semtsi.org
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Sociedad Esparola de Medicina Tropical y Salud Internacional

XIl Congreso gtz
Museo Universidad de . i d
Navarra, Pamplona, Wsemitsi ([ rtens indim=
del 8 al 10 de marzo de 2022

La Sociedad Espafnola de Medicina Tropical y Salud Internacional
(SEMTSI)

Certifica que el trabajo

Desarrollo de tecnologia LAMP multiple para el diagnostico de eosinofilias importadas de dificil
tipificacion

de los autores

Beatriz Crego Vicente, Pedro Fernandez Soto, Begofia Febrer Sendra, Juan Garcia-Bernalt Diego, Julio
David Soto Lépez, Xiomara Murcia, Antonio Muro Alvarez

ha sido presentado como comunicacién oral en el Xll Congreso de la Sociedad Espariola de Medicina
Tropical y Salud Internacional (SEMTSI), celebrado del 8 al 10 de marzo de 2022 en el Museo Universidad
de Navarra de Pamplona.

Y para que asi conste donde convenga firmamos la presente en Pamplona a 10 de marzo de 2022.

Maria Dolores Bargues Castelld Santiago Mas-Comas
Presidenta de la SEMTSI Presidente del Comité Cientifico

www.semtsi.org
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Sociedad Espanola de Medicina Tropical y Salud Internacional

XIl Congreso giiizim
Museo Universidad de @ . f
Navarra, Pamplona '.'\f'mf-'-l T —
del 8 al 10 de marzo de 2022

La Sociedad Espaiola de Medicina Tropical y Salud Internacional
(SEMTSI)

Certifica que el trabajo

SMART-LAMP: diagnostico molecular a pie de paciente mediante un dispositivo portatil y tecnologia
movil.

de los autores

Juan Garcia Bernalt Diego, Pedro Fernandez Soto, Sergio Marquez Sanchez, Daniel Santos Santos, Begofia
Febrer Sendra, Beatriz Crego Vicente, Juan Luis Mufioz Bellido, Moncef Belhassen Garcia, Juan Manuel
Corchado Rodriguez, Antonio Muro Alvarez

ha sido presentado como comunicacion oral en el Xll Congreso de la Sociedad Espaiiola de Medicina
Tropical y Salud Internacional (SEMTSI), celebrado del 8 al 10 de marzo de 2022 en el Museo Universidad
de Navarra de Pamplona.

Y para que asi conste donde convenga firmamos la presente en Pamplona a 10 de marzo de 2022.

— . /
/

14 (e
- \\;\1‘ ;”? / .//

Maria Dolores Bargues Castello Sarﬂi'ago Mas-Comas
Presidenta de la SEMTSI Presidente del Comité Cientifico

www.semtsi.org
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Sociedad Espanola de Medicina Tropical y Salud Internacional

Xll Congreso gikiizim
Museo Universidad de o o ;
Navarra, Pamplona ‘Tsemtsi e
del & al 10 de marzo de 2022

La Sociedad Espanola de Medicina Tropical y Salud Internacional
(SEMTSI)

Certifica que el trabajo

Utilidad de la técnica LAMP en orina en el diagnostico de la esquistosomosis importada: analisis
preliminar

de los autores

Joaquin Salas Coronas, Beatriz Crego Vicente, Maria Pilar Luzén Garcia, Begofia Febrer Sendra, Manuel
Jesus Soriano Pérez, Juan Garcia-Bernalt Diego, José Vazquez Villegas, Antonio Muro Alvarez, Maria Isabel
Cabeza Barrera, Pedro Fernandez Soto

ha sido presentado como comunicacién péster en el Xl Congreso de la Sociedad Espaiiola de Medicina
Tropical y Salud Internacional (SEMTSI), celebrado del 8 al 10 de marzo de 2022 en el Museo Universidad
de Navarra de Pamplona.

Y para que asi conste donde convenga firmamos la presente en Pamplona a 10 de marzo de 2022.

RN T
g N
Maria Dolores Bargues Castelld Sarﬁjago Mas-Comas
Presidenta de la SEMTSI Presidente del Comité Cientifico

www.semtsi.org
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ifaces/comprabarCertificadoFirmado xhtml?ccf=AY749-C 16877 5-PCAG59-PDI989-V1

") g 2
o KXV SEIM

2022

CERTIFICADO DE PARTICIPACION

La Sociedad Espafola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia
Clinica - SEIMC

CERTIFICA QUE:

M.P. Luzon Garcia, B. Crego Vicente, J. Salas Coronas, B. Febrer Sendra, M.J.
Soriano Pérez, P. Fernandez Soto
Han realizado la presentacion POSTER de la comunicacion con titulo:

UTILIDAD DE LA TECNICA LAMP EN ORINA EN PACIENTES INMIGRANTES
CON EOSINOFILIA SIN DIAGNOSTICO ETIOLOGICO

En el XXV Congreso de la Sociedad Espanola de Enfermedades Infecciosas y
Microbiologia Clinica celebrado en Granada del 2 al 4 de junio del 2022.

Granada, a 4 de junio de 2022

VA
/o

L //7
Dr. Antonio Rivero Dra. Carmen Farifias
Presidente de la SEIMC Presidenta Comité Cientifico Congreso
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AIl3. Publicaciones docentes

En este apartado se recogen las publicaciones docentes en las cuales se ha

colaborado durante el tiempo de formacién predoctoral en el Programa de Salud y

Desarrollo en los Trépicos, en la Universidad de Salamanca. A continuacién, se

muestra una lista detallada de cada una de ellas, incluyendo la primera pdgina.

Febrer-Sendra B, Crego-Vicente B, Garcia-Bernalt Diego ], Ferndndez-Soto P.
Tecnologia LAMP: teorfa, prictica y aplicacidon diagndstica. Educafarma 7.0.
Curso 2018/2019. White papers sobre innovacion aplicada y divulgacion
cientifica en el drea de las ciencias biosanitarias. 2020. ISBN: 978-84-09-17931-
2.

Crego-Vicente B, Garcfa-Bernalt Diego J, Febrer-Sendra B, Ferndndez-Soto P.
Seleccién 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.

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

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

Manzano-Romdn R, Garcia-Bernalt Diego ], Febrer-Sendra B, Crego-Vicente
B, Fernindez-Soto P. Nano-Biotecnologia y enfermedades parasitarias.
Educafarma 10.0. Curso 2021/2022. White papers sobre innovacién aplicada y
divulgacion cientifica en el drea de las ciencias biosanitarias. 2022. ISBN: 978-

84-09-44271-3.
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TECNOLOGIA LAMP: TEQORIA, PRACTICA Y APLICACION
DIAGNOSTICA

Begofia Febrer Sendra, Bealriz Crego Vicenfe, Juan Garcia-Bemnalt Diego, Pedro
Fernandez-Sofo

Laboralorio de inmunologia Parasitaria y Molecular. Grupo e-INTRO. IBSAL-CIETUS.
Area de Parasitologia. Facuffad de Farmacia. Avda. Licenciado Méndez Niefo s/.
37007. Salamarnica.

PALABRAS CLAVE: NTD, Neglected Tropical Diseases, L AMP, L oop-mediated
isothermal amplification, secuencias, primers

1.- INTRODUCCION

La lucha contra las enfermedades tropicales desatendidas (NTD, del
inglés Neglected Tropical Diseases), se ve muy afectada, enfre otros factores,
por las limitaciones que presentan los métodos diagndsticos 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 caracleristicas 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 utilizacion 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 isotérmmicas de amplificacion de acidos nucleicos. Todas ellas siguen los
principios basicos de la PCR, aunque no necesitan de un paso previo de
desnaturalizacién de la doble hebra de ADN, ya que ufilizan enzimas con
actividad de desplazamiento de cadena que permiten realizar la reaccién 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
reaccion: lineales, exponenciales y en cascada (que combinan dos o mas
técnicas para la amplificacién del ADN). Para el diagnéstico 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. Enfre ellas destacan: NASBA,
SDA, RCA, LAMP, HDA, RPA y EXPAR (Zhao et al., 2015). Hasta la fecha, la
mas utilizada en el diagndstico de NTD es la tecnologia LAMP (del inglés, Loop-
mediated isothermal amplification) (Notomi et al., 2000).
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SELECCION DE SECUENCIAS NUCLEOTIDICAS Y PROTEICAS UTILES
PARA EL DIAGNOSTICO Y VACUNAS DE ENFERMEDADES
PARASITARIAS

Beatriz Crego Vicente, Juan Garcia-Bemnalt Diego, Begona Febrer Sendra, Pedro
Femandez-Solp

Laboralorio de Inmunologia Parasilania y Molecular. Grupo e-INTRO. IBSAL-CIETUS.
Area de Parasitologia. Facultad de Farmacia. Awda. Licenciado Méndez Niefo s/.
37007. Salamanca.

PAIL ABRAS Cl AVE: NTD, Neglected Tropical Diseases, | AMP, L oop-mediated
isofhermal amplification, secuencias, primers

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

La lucha confra 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 diagnastico y fratamiento. Los métodos de diagndstico habituales se
cenfran en técnicas de microscopia y serologia con problemas de sensibilidad y
especificidad. El surgimiento de técnicas moleculares, como la PCR, son una
allemativa mas fiable, sin embargo, requieren de equipamiento especial y
personal cualificado lo que supone un problema para su aplicacion en zona
endémica. Una altemnativa es el uso de técnicas isotérmicas de amplificacion de
acidos nucleicos como la tecnologia LAMP (del inglés, Loop-mediated isothermal
ampiification).

Para la aplicacion de esta técnica LAMP (Figura 1) basta con un
termoblogue o baiio 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
stearothermophyius con actividad de desplazamiento de cadena. La cantidad de
ADN generada es mayor a la de ofras técnicas moleculares y da lugar a
fragmentos de distintos tamarfos de ADN. Asi, la oblencién 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 reaccidn (pirofosfato de magnesio); colorantes que permiten
la observacion directa de un cambio coloriméfrico en funcion del resultado, donde
podemos distinguir entre colorantes intercalantes en el ADN como ¢l 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

o7
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Tecnologia LAMP: diagnéstico molecular a pie de paciente.

Begofia Febrer-Sendra, Beatriz Crego-Vicente, Juan Garcia-Bernal Diego, Pedro
Femnandez-Soto

Laboratorio de Inmunologia Parasilaria y Molecidar. Grupo Enfermedades Infecciosas
y Tropicales (e-INTRQ). IBSAL-CIETUS. Area de Parasifologia. Facultad de Farmacia.
Avda. Licenciado Méndez Nielo s/n. 37007 Salamanca

PALABRAS CIAVE: LAMP, Loop-mediated isothermal amplification, point-of-care,
midtiplex-L AMP, sequences, primers design

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
bisqueda de alternativas mas simples y asequibles, resultando en el desarmollo
de varias NAAT isotémicas. Estas técnicas, a diferencia de la PCR, no necesitan
de un paso previo de desnaturalizacién 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 diagnéstico 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 o 6 primers capaces de reconocer 6 u8
secuencias especificas dentro de la region de amplificacion. Ademas, la
obtencién 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 observacion directa de un cambio coloriméfrico en
funcién del resultado, donde podemos distinguir entre colorantes intercalantes
del ADN (como el SYBR Green y EvaGreen) e indicadores de metal (como
calkceina y verde malaquita); fluorescencia a tiempo real, capaz de cuantificar
la senal 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® lll (Optigen, UK); ensayos
de flujo lateral, que combinan la técnica LAMP con el uso de ftras
inmunocromatograficas (Wong et al. 2018).
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DIAGNOSTICO MOLECULAR EN ENFERMEDADES
PARASITARIAS

Beatriz Crego-Vicente, Begoria Febrer-Sendra, Juan Garcia-Bernal Diego, Raul
Manzano-Roman, Pedro Fernandez-Soto

Laboratorio de Inmunclogia Parasitaria y Molecular. Grupo Enfermedades Infecciosas
y Tropicales (e-INTRQ). IBSAL-CIETUS. Area de Parasitologia. Facultad de Farmacia.
Avda. Licenciado Méndez Nieto s/n. 37007 Salamanca

PALABRAS CLAVE: LAMP, Loop-mediated isothermal amplification, point-of-care,
multiplex-LAMP, sequences, primers design

1. TECNICAS DE AMPLIFICACION ISOTERMICA DE ACIDOS NUCLEICOS Y
LAMP

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 desnaturalizacién 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 amplificacién
isotérmica se puede encontrar en la Tabla 1.
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NANO-BIOTECNOLOGIA Y ENFERMEDADES PARASITARIAS

Raul Manzano-Romdén, Juan Garcia-Bernal Diego, Begofia Febrer-Sendra, Beatriz
Crego-Vicente, Pedro Ferndndez-Soto

Laboratorio de Inmunologia Parasitaria y Molecular. Grupo Enfermedades Infecciosas
y Tropicales (e-INTROQ). IBSAL-CIETUS. Area de Parasitologia. Facultad de Farmacia.
Avda. Licenciado Méndez Nisto s/n. 37007 Salamanca

PALABRAS CLAVE: Nano-particulas, parasitos, nano-plataformas, nano-materiales,
enfermedades parasitarias

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 bioldgicos 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 disefiar biosistemas con materiales y dispositivos de nano-escala,
lo que incluye la incorporacién de sistemas biolégicos 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 bioldgicas 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 y el ARN, proteinas y hormonas, virus, células humanas y bacterias, y
células vegetales. Mientras que las biomoléculas suelen tener un tamario 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 expresién “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 tamafo 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
interaccién con las membranas celulares y tejidos en diferentes condiciones y
permitir cruzar las barreas biolégicas y su internalizaciéon. 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 tamafio inferior a 100 nm.
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All4. Premios de investigacion

En este apartado se incluyen dos premios de investigaciéon otorgados por el
Decanato de la Facultad de Farmacia a las mejores publicaciones cientificas publicadas

por estudiantes de doctorado, en las convocatorias de 2019 y 2020.

-b%‘&. FACULTAD DE FARMACIA

'3 220 T DECANATO

;5 :”) fé',, Campus Unamuno

g . p Y _?' Av. Méndez Nieto, s/n

P SALAMANCA %00 ArDj %{’ “p o ! 37007.5alamanca, s/n

— — 1218 ~ 2018 & .||)0“ Tel.: +34 923 29 4522 Fax: +34 923 29 45 15
CAMPUS DE EXCELENCIA INTERNACIONAL ¢ L L

dec.ffa@usal.es

RAQUEL ALVAREZ LOZANO, Secretaria Académica de la Facultad de Farmacia de la

Universidad de Salamanca,

CERTIFICA QUE:

seglin consta en la documentacién de este Centro, D. Juan Garcia-Bernalt Diego, estudiante
de Doctorado con NIF 70906839-R, recibi6 el "Premio de Investigacién Inmaculada 2019"
como primer firmante del articulo "Progress in loop-mediated isothermal amplification
assay for detection of Schistosoma mansoni DNA: towards a ready-to-use test".

Los demads firmantes del articulo son D. Pedro Fernindez Soto, D*. Beatriz Crego Vicente,
D. Sergio Alonso Castrillejo, D*. Begoiia Febrer Sendra, D*. Ana Gémez Sanchez, D*
Belén Vicente Santiago, D. Julio Lopez Ab4n y D. Antonio Muro Alvarez.

Y para que conste a los efectos oportunos, y a peticion del interesado, expido el presente

certificado, con el V° B° del Decano, en Salamanca a diez de diciembre de dos mil diecinueve.

V°B°®
El Decano La Secretaria

P.S. Rosa Amanda Sepulveda Correa

223



Anexo 1I: Premios de investigacion

o % ’6. FACLLTAD DE FARMACIA

é 2 L. '—ga Carmpurs Linamuno
VNiVEILSiDAD = w 5’,' 4 Lic. Méndez Nieto, sfn 37007 Salamanca
%, 20 o Tel: +34 923 294522

B SATAMANCA it o decffaehsal.es
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AILS. Estancias en el extranjero

Se adjunta certificado de la estancia de investigacion realizada en el Hospital

Nossa Senhora da Paz, Cubal, Angola, para cumplir con los requisitos necesarios de

ternacional de esta Tesis Doctoral.
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