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RESUMEN

El incremento de arbovirosis en los ultimos afios por la co-circulacion de los
mosquitos Aedes aegypti y A. albopictus ha facilitado la diseminacion de nuevos
virus en zonas donde los recursos para el diagndstico son limitados. En México, el
Dengue es considerado endémico, el primer brote de Chikungunya fue en el 2015,
seguido de un brote de Zika en el 2016, dificultando el diagnéstico por la similitud de
los sintomas y la reactividad cruzada entre flavivirus.

Actualmente en México, la confirmacion del diagndstico se realiza en los laboratorios
de referencia, mediante una RT-qPCR trioplex o una ELISA, por lo que es necesario
implementar métodos de deteccion menos costosos, rapidos y accesibles como lo es
la amplificacién isotérmica mediada por “asa” (LAMP). LAMP amplifica a una
temperatura constante a partir de DNA o RNA, ya que emplea una Bst DNA
polimerasa que puede actuar como retrotranscriptasa y posee actividad de
desplazamiento de cadena, la especificidad del ensayo es debido al disefio de cuatro
primers que flanquean seis regiones diferentes del genoma.

El objetivo de este trabajo fue establecer dos sistemas de deteccidén del genoma viral
mediante RT-LAMP para Dengue y Chikungunya, la estandarizacién se llevo a cabo
bajo condiciones controladas a 65°C, el tiempo de la reaccidén se establecido en 45
min para CHIKV y 1h para DENV, se incluy6 al ZIKV como control de especificidad
de primers para DENV, los productos amplificados se visualizaron en un gel de

agarosa.



Los ensayos de RT-LAMP fueron evaluados por duplicado en 95 muestras de plasma
obtenidos de pacientes con sospecha de infeccion por DENV o CHIKV en Veracruz
durante septiembre-octubre de 2015. Como estandar de oro se empled un ensayo de
RT-gPCR que incluia los 4 serotipos de DENV, ZIKV, CHIKV, Virus de la fiebre
amarilla (YFV) y al Virus del Oeste del Nilo (WNV). También se empleé una RT-PCR
de punto final y se realizé la serologia para deteccién de IgM de DENV y CHIKV en
las muestras.

El resultado por RT-LAMP y RT-gPCR para DENV fueron 2/95 muestras positivas,
para CHIKV por RT-qPCR se obtuvieron 41/95 muestras positivas para CHIKV y por
RT-LAMP fueron 45/95 muestras positivas, de las cuales 13/95 son falsos positivos y
9/95 son falsos negativos. La sensibilidad y especificidad del ensayo de RT-LAMP
para DENV fue del 100%, no se detectd hibridacion inespecifica entre DENV y ZIKV.
El ensayo de RT-LAMP para CHIKV tuvo una sensibilidad del 78% y una
especificidad del 75% comparado con el ensayo de RT-qPCR. La deteccion de IgM
para DENV se encontro en 4/95 muestras y la IgM para CHIKV en 36/95 muestras. El
resultado conjunto de las pruebas moleculares y serolégicas demuestran que 66/95
pacientes tuvieron infeccion por CHIKV. No se detecté Zika en ninguna de las
muestras.

El ensayo de RT-LAMP, demostro su utilidad para detectar el genoma de DENV y
CHIKV en muestras de pacientes, permitiendo asi implementar otra herramienta para

el diagndstico temprano en los sitios que se presentan los brotes epidémicos.
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ABSTRACT

The increase of arboviruses in recent years due the co-circulation of Aedes aegypfi
and A. albopictus mosquitoes has facilitated the spread of new viruses in areas where
diagnostic resources are limited. For many years Dengue virus (DENV) has been
endemic in Mexico, but first Chikungunya virus (CHIKV) outbreak occurred during
2015, followed by Zika outbreak in 2016, compromising the diagnosis by the similarity
of symptoms and cross-reactivity between DENV and Zika virus (ZIKV).

In Mexico, the diagnosis is performed by reference laboratories, using RT-gPCR
trioplex or ELISA assay, so is necessary implement less expensive, rapid and specific
detection methods as loop-mediated isothermal amplification (LAMP). LAMP
amplifies at isothermal temperature using DNA or RNA as template, this method
employs a Bst DNA polymerase with retrotranscriptase and strand displacement
activity, and a set of four specially designed primers that recognize a total of six
distinct sequences on the target DNA.

The aim of this work was to establish two detection systems of viral genome using
RT-LAMP for DENV and CHIKV, standardization was carried out under controlled
conditions at 65°C, the reaction time set was 45 min for CHIKV and 1h for DENV,
ZIKV control was included for verify specificity of DENV primers, the amplified
products were visualized in agarose gel.

The RT-LAMP assays were evaluated for duplicate in 95 acute plasma samples
collected from patients with suspected DENV or CHIKV infection in Veracruz during

September-October 2015. As gold standard, RT-qPCR assay was performed
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included all serotypes of DENV, ZIKV, CHIKV, Yellow Fever Virus (YFV) and West
Nile Virus (WNV). Conventional RT-PCR and detection of IgM of DENV and CHIKV
also performed in all the samples.

The result by RT-LAMP and RT-gPCR assays for DENV were 2/95 positive samples,
for CHIKV by RT-gPCR 41/95 positive samples were obtained for CHIKV and by RT-
LAMP were 45/95 positive samples, of which 13 / 95 are false positives and 9/95 are
false negatives. The sensitivity and specificity of RT-LAMP assay for DENV was
100%, nonspecific hybridization no detected between DENV and ZIKV. For CHIKV
sensitivity was 78% and specificity was 75% compared to the RT-gPCR assay.

The IgM-DENV detection was found in 4/95 samples and IgM-CHIKV in 36/95
samples. Molecular and serological tests confirm CHIKV infection in 66/95 patients
RT-LAMP assay demonstrated usefulness for detection DENV and CHIKV genome in
patient samples, allowing the implementation of another tool for early diagnosis in low

resource setting.
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1.-INTRODUCCION

1.1 Arbovirosis

Las enfermedades infecciosas emergentes son de reciente aparicion en la poblacion
y se incrementan en un radio geografico determinado. Para que exista una infeccion
emergente, hay diversos factores involucrados, los cuales incluyen: un patégeno, un
vector y un hospedero que facilite la diseminacion en la poblaciéon. La actividad
humana, el cambio climatico, la deforestacién y la expansion de la poblacion, ha
facilitado que este tipo de fendmenos sean mas frecuentes, generando lo que se
conoce como una triada epidemiolégica, la cual pretende representar los principales

agentes causales que propaguen una enfermedad (Fig. 1) [1].

Medio
ambiente

Enfermedad

Patégeno Hospedero

Figura 1.- Triada epidemiolégica. La interaccion entre el patdgeno, el hospedero y el medio
ambiente tienden a guardar un equilibrio que se manifiesta como la enfermedad.



Dentro de este tipo de enfermedades emergentes estan las ocasionadas por los
arbovirus, los cuales son virus transmitidos por artropodos, donde los mosquitos
actuan como su principal vector, y mantienen un ciclo de transmision con hospederos
vertebrados. La mayoria de los arbovirus son de RNA, de las familias Flaviviridae,
Togaviridae y Bunyaviridae principalmente. Las infecciones por arbovirus pueden ser
asintomaticas, sintomaticas y en pocos casos resulta ser fulminante, los sintomas
clinicos generalmente se clasifican como enfermedades febriles sistémicas, fiebres

hemorragicas y enfermedades neurolégicas invasivas [2].

1.2 Dengue

1.2.1 Estructura y genoma

El virus del Dengue (DENV) es un flavivirus perteneciente a la familia Flaviviridae, del
cual se conocen cuatro serotipos (DENV1-4) y es transmitido por la picadura de
mosquitos hembra del género Aedes, generalmente Aedes aegypti o Aedes
albopictus [3]. EI DENV es un virus envuelto con capside icosaédrica de
aproximadamente 50 nm (Fig. 2), su genoma es de RNA de cadena sencilla con
polaridad positiva (ssRNA+) de 10.7 Kb que codifica para una poliproteina que sera
escindida en tres proteinas estructurales: capside (C), Pre-Membrana (PrM) y
Envoltura (E), y para siete proteinas no estructurales: NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A, NS4B, NS5. El genoma del DENV posee en el extremo 5’ una estructura cap
(m7GpppAmp) y en el extremo 3’ carece de una cola poliadenilada, pero en ambos
extremos esta flanqueado por regiones no traducibles (UTR-5 y UTR-3’) que

participan durante la replicacion y la traduccion (Fig. 2) [4].
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Figura 2.- Estructura y organizaciéon gendmica del virus Dengue [5] [4] El DENV es
icosaédrico de aproximadamente 50nm. El genoma es de ssRNA+ que codifica para una
poliproteina que sera escindida en 3 proteinas estructurales (C, My E) y 7 no estructurales
(NS1-NS5).

1.2.2 Proteinas virales

1.2.2.1 Proteinas estructurales

Proteina C.- La proteina de la capside de aproximadamente 11 kDa, forma la
estructura de la nucleocapside que empaqueta el genoma viral, consiste en un
monomero constituido por cuatro alfa hélices y una region N-terminal que interactua

con las gotas lipidicas intracelulares del huésped para formar la particula viral [6].



Proteina precursora de membrana (prM) y proteina de membrana (M). La
proteina precursora de membrana (prM) tiene un peso molecular de 26 kDa y es
procesada después de la traduccion por una furina, la cual es una proteasa
encargada de la fragmentacién del prM para dar origen a la proteina M cuyo peso es

de 8 kDa, la cual participa en el proceso de maduracion de la particula viral [7].

Proteina de envoltura (E). La proteina de envoltura tiene un peso molecular de 50
kDa y es la encargada de interactuar con el receptor celular para inducir la

endocitosis y la fusion de membranas [8].

1.2.2.2 Proteinas no estructurales.

Proteina No Estructural 1 (NS1) de aproximadamente 46 kDa y forma dimeros o
hexameros asociados a balsas lipidicas de la membrana plasmatica. También se
puede encontrar libre en el citoplasma y en el espacio extracelular; por esta razon,

NS1 puede estimular al sistema inmunitario.

Proteina No Estructural 2A (NS2A) es una proteina de 22 kDa que promueve el
ensamblaje y la replicacion viral, ya que coordina si el RNA gendmico producido en
cada ciclo de replicacion es usado para generar nuevas formas replicativas o si se

encapsida el RNA [9].

Proteina No Estructural 2B (NS2B) es una proteina de 14 kDa posee una region

hidrofébica que ancla a la membrana del reticulo endoplasmico el complejo



NS2B/NS3 y luego, por un procesamiento proteolitico, un pequefio dominio hidrofilico
de NS2B recién liberado interactua con el dominio proteasa de la proteina NS3 para

actuar como cofactor de ésta [9].

Proteina No Estructural 3 (NS3) es una proteina de 70 kDa que actua como
trifosfatasa de nucledtidos y como helicasa del RNA; ambas funciones son

indispensables en la replicacioén viral [10].

Proteinas No Estructurales 4A y 4B (NS4A y NS4B) son proteinas que
desempefian multiples funciones en la formacion de complejos de replicacion del
virus. Un estudio sugiere que la proteina NS4A induce la autofagia para prevenir la
muerte celular y facilitar la replicacion viral [11], mientras que NS4B interactua con el

dominio helicasa de NS3 y lo disocia del RNA monocatenario [12].

Proteina No estructural 5 (NS5) tiene un peso de aproximadamente 103 kDa,
posee un dominio N-terminal que actua como metiltransferasa necesario para la
sintesis del cap y un dominio C-terminal con actividad de RNA polimerasa

dependiente de RNA [13].

1.2.3 Ciclo y Replicacion viral

La entrada del virus a la célula comienza con una interaccién entre DENV vy la
superficie de la célula (Fig. 3), en donde la proteina E interactua con los

proteoglucanos como el heparan sulfato [14] y con el receptor para laminina LAMR1



[15], la proteina de adhesion celular ICAM-3 o DC-SIGN (Dendritic Cell Specific

Intercellular Adhesion Molecule-3-Grabbing Non-integrin, CD209.

Después de la unidon del virus al receptor, es endocitado en el endosoma tardio
donde, se degrada la capside y se libera el RNA viral en el citoplasma, que es
traducido en una unica poliproteina que sera escindida por las proteasas celulares en

diferentes proteinas [16].

El primer paso del proceso de replicacién origina formas circulares del genoma viral
por interaccion de los extremos 5-UTR y 3’ UTR mediada por dos secuencias
complementarias: Secuencia de ciclizacion (CS) en ambos extremos y una region
corriente arriba del codén AUG 5’ (UAR) asi como Intermediarios Replicativos (RIs) y
Formas Replicativas (Rfs). En el segundo paso se lineariza el RNA con ayuda de la
proteina NS3, la cual va a formar un complejo con NS5 (NS3-NS5) para que se lleve
a cabo la elongacion de la hebra negativa, la cual servira de molde para la sintesis
de la hebra positiva [17]. Durante el ensamblaje del virion, el RNA viral recién
sintetizado interactua con la proteina C para formar la nucleocapside. El proceso de
maduracion tiene lugar en la red trans-Golgi donde prM es escindido por una furina
del huésped, lo que genera un virion maduro de superficie lisa, que es liberado al

medio extracelular [18].
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Figura 3.-Replicacion viral del Dengue [19] El virus se une a la célula huésped mediante la
interaccion con el receptor seguido de la endocitosis, en el endosoma se lleva a cabo la
fusién de membranas y liberacién del RNA que es traducido en el citoplasma, la poliproteina
es procesada por proteasas virales y celulares. El RNA es replicado y las cadenas de
polaridad positiva son encapsidadas, se ensambla la membrana y se procesa la proteina
viral PrM a M para ser liberado el virion por exocitosis.

1.2.4 Evolucioén clinica de la enfermedad

El dengue suele tener dos formas de clasificacion: Dengue y Dengue grave el cual
esta relacionado con la fiebre hemorragica del dengue (FHD). Los sintomas de la
enfermedad por dengue son: fiebre elevada de hasta 40°C, dolor de cabeza intenso,
dolor retro-ocular, muscular y/o articular, nauseas, vémitos, agrandamiento de

ganglios linfaticos o salpullido. Los sintomas tienen una duracion de 3 a 5 dias



después de los cuales se adquiere inmunidad contra el serotipo en particular, sin
embargo se ha descrito que las infecciones posteriores causadas por un serotipo
diferente incrementan el riesgo de padecer el dengue grave [20]. No existe un
tratamiento especifico para la enfermedad, solo se ha indicado la administracion de

farmacos que disminuyan las molestias [21].

1.2.5 Epidemiologia

En 2015, se reportaron en México 26,665 casos de DENV y en el estado de Veracruz
se presentd la mayor incidencia. Durante el 2016, se confirmaron 17,795 casos y
130,069 sospechas. En el 2017 se confirmaron un total de 14,138 casos y 89,893

sospechas de infeccién por DENV. [22].
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Figura 4.- Incidencia del dengue en México durante el 2015 [22]. Los estados de la
republica con un numero mayor de casos confirmados por DENV se encuentran en verde. En
rojo se encentra el estado con mayor incidencia (Colima).
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Figura 5.- Incidencia del dengue en México durante el 2016 [22]. Los estados de la
republica con un niumero mayor de casos confirmados por DENV se encuentran en vino. En
rojo se encentra el estado con mayor incidencia (Guerrero).

En México durante el 2016, el 63% de esos casos confirmados corresponden a
Guanajuato, Chiapas, Nuevo Ledn, Veracruz y Jalisco. En el 2017 Guanajuato es el

estado que presenta mayor incidencia [22].
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Figura 6.- Incidencia del dengue en México durante el 2017 [22]. Los estados de la
republica con un nimero mayor de casos confirmados por DENV se encuentran en verde. En
rojo se encentra el estado con mayor incidencia (Guanajuato).



1.3 Chikungunya

1.3.1 Estructura y genoma

El virus Chikungunya (CHIKV) es un alfavirus que pertenece a la familia Togaviridae,
es un virus envuelto y posee una capside icosaédrica, tiene un diametro aproximado
entre 65-70nm, su genoma (Fig. 7) es de RNA de cadena sencilla con polaridad
positiva de aproximadamente 11.8 Kb que tiene dos marcos abiertos de lectura
(ORF) que codifica para una poliproteina que sera escindida en cuatro proteinas no
estructurales (nsP1-4), y las cinco proteinas estructurales (Capside, E3, E2, 6K y
E1), se traducen en una poliproteina a partir de un mMRNA subgenémico (MRNA 26S)

[23].

El genoma tiene dos regiones no traducidas (UTR) en los extremos 5 y 3’ que
desempefian un papel importante en la regulacion de la expresion génica del virus. El

extremo %' posee una cap 7-metilguanosina y en el 3' una cola de poli(A) [24].
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Figura 7.- Estructura de y organizacion gendmica de Chikungunya [25] El CHIKV posee
una capside icosaédrica de aproximadamente 60nm. Su genoma es de ssRNA+ y codifica
para 2 poliproteinas, que seran procesadas en 4 proteinas no estructurales y 5 no
estructurales.

1.3.2. Proteinas virales

1.3.2.1 Proteinas no estructurales

La Proteina No Estructural 1 (nsP1) tiene un peso molecular aproximado de 60
kDa y tiene dos funciones principales durante la replicacién, la primera es como N7-
metiltransferasa para evitar la degradacién del RNA y como estabilizador del

complejo nsP1-3 para la replicacion del genoma [26].

La Proteina No Estructural 2 (nsP2) tiene un peso de 90 kDa, es una enzima
multifuncional que actua como trifosfatasa en el extremo N y como proteasa en
extremo C, cuando nsP2 se trasloca al nucleo antagoniza la respuesta antiviral al

inhibir la respuesta a Interferén [27].
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La Proteina No Estructural 3 (nsP3) tiene un peso de 60 kDa y es requerida para la
correcta formacion y localizacion de los complejos de replicacion en el mRNA

subgenomico y la sintesis de RNA de cadena negativa [28].

La Proteina No Estructural 4 (nsP4) con un peso de 70 kDa es una polimerasa de
RNA dependiente de RNA (RdRp) responsable de la replicacion del genoma viral

[29].

1.3.2.2 Proteinas Estructurales

Proteina de la Capside (C) Tiene un peso de 30 kDa y se sintetiza a partir del RNA
subgenomico, ademas de contener al RNA posee una actividad de serina proteasa

[30].

Proteinas de envoltura

La Proteina E3 de 7.3 kDa juega un papel importante en la estabilizacién y la
proteccion del trimero inmaduro, induciendo el plegamiento y activacion de las

proteinas durante la entrada del virus [31].

La Proteina E2 tiene un peso de aproximadamente 50 kDa y es la proteina que
interactua con el receptor del hospedero, E2 forma un heterodimero estable con E1
para dar una estructura de espiga indispensable para la produccién de particulas

infecciosas [32].
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Proteina 6k: Es una proteina de 6 kDa codificada por un gen que se encuentra entre
E1 y E2. Es una proteina hidrofdbica, rica en cisteinas, se considera que codifica

para una viroporina que participa en el proceso de exocitosis del virion [33].

La Proteina E1 de 50 kDA, es la responsable de mediar la fusion viral entre la

membrana del virus y la membrana de la célula huésped durante la infeccién [34].

1.3.3 Ciclo y Replicacion viral

Como primer paso durante la infeccidn, la proteina E2 del virus interactua con algun
receptor  celular  como: Prohibitina  (PHB),  fosfatidilserina  (PtdSer),
glicosaminoglicanos (GAGs) y la familia de las integrinas, estos receptores facilitan la
entrada del virus, sin embargo no son un requisito para que ocurra la endocitosis
[35]. Ya en el endosoma, E1 sufre un cambio conformacional que promueve la fusion
de membranas permitiendo la liberacion del material genético en el citoplasma. El
RNA libre se traduce en una poliproteina que contiene a las proteinas no
estructurales (P1234), que forman el complejo de replicacion para la sintesis de la
cadena negativa, la cual servira de molde para la sintesis del RNA genomico 49S y el
subgenomico 26S. EI mRNA subgendmico 26S se traduce para dar la poliproteina

que contendra las proteinas estructurales C, E3, E2, 6k y E1 [36].

Posteriormente las proteinas se dirigen al RE para ser sometidas a modificaciones
postraduccionales, E1 y E2 se heterodimerizan y se transportan a la membrana

plasmatica de la célula hospedera, donde se incorporan a la superficie del viridn
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como espigas triméricas. La proteina de la capside se asocia en el citoplasma,
formando la nucleocapside icosaédrica que contiene el RNA. Finalmente, los viriones

maduros se ensamblan en la membrana plasmatica y brotan de la célula huésped

infectada [37].
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Figura 8.- Ciclo de replicacion viral de CHIKV [38]. La unién del virus al receptor facilita la
endocitosis, en el endosoma ocurre la fusion de membranas y posterior liberacion del RNA
en el citoplasma donde es traducido el primer ORF generando las proteinas no estructurales,
la replicacion se lleva a cabo y después se traduce el segundo ORF para generar las
proteinas estructurales. EI RNA (+) es empaquetado en la nucleocapside y finalmente el
viribn maduro es liberado por exocitosis.



1.3.4 Evolucioén clinica de la enfermedad

El periodo de incubacion del CHIKV es corto, entre 2 y 4 dias, se caracteriza por la
aparicion subita de fiebre, generalmente acompanada de dolores articulares. Otros
signos y sintomas frecuentes son: dolores musculares, dolores de cabeza,
nauseas, cansancio y erupciones cutaneas. Los dolores articulares suelen ser
incapacitantes y generalmente desaparecen en pocos dias, sin embargo hay
reportes de que el virus puede persistir causando una enfermedad croénica [39]. Se
han descrito casos ocasionales con complicaciones oculares, neuroldgicas y
cardiacas, y también con molestias gastrointestinales. Las complicaciones graves
no son frecuentes, pero en personas mayores la enfermedad puede contribuir a la
muerte. Frecuentemente entre el 72 y el 97% de los pacientes solo tienen
sintomas leves y la infeccibn puede pasar inadvertida o diagnosticarse

erroneamente en zonas donde circulan otros arbovirus [40].

1.3.5 Epidemiologia

Solo existe un serotipo, y tres genotipos principales: Oeste de Africa (WAf), Este,
Centro y Sur de Africa (ECSA), y Asiatico. EI CHIKV es transmitido por el mismo
vector que el DENV o recurrente que dura meses o anos [39]. EI CHIKV fue
reportado en México a finales de mayo de 2014, con un total de 155 casos, en 2015
se confirmaron 11, 577 (Fig. 9). Los estados con mayor incidencia fueron Veracruz,

Yucatan, Guerrero y Oaxaca. Durante el 2016 se reportaron 757 casos y para el

2017 unicamente se tuvieron 57 casos confirmados (Fig. 10) [41].
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Entidades con casos en 2014 Entidades con casosen 2015 W
Sonora

Coahuila Tamaulipas

Veracruz Yucatan

Sinaloa
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Co[imaw Tabasco
Mlchoacan ‘1
Guerrero

Quintana

Oaxaca Chiapas Roo

Figura 9.- Incidencia de Chikungunya en el 2015. Los estados representados en azul
contienen los casos confirmados durante el 2014 y en rojo se observan los del 2015.

Entidades con CHIKV Entidades con CHIKV

Figura 10.- Incidencia de Chikungunya en México: a) En rosa se representan los estados
que presentaron casos confirmados durante el 2016. b) En morado se representan los
estados que presentaron casos confirmados durante el 2017.
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No existe un tratamiento especifico para tratar las enfermedades, Uunicamente se
prescriben farmacos para controlar los sintomas como el dolor en las articulaciones.

Tampoco existe una vacuna disponible para prevenir la infeccion por este virus [42].

Debido a la circulacion de los mosquitos Aedes en las zonas endémicas de DENYV,

es mas probable que existan infecciones concurrentes en los proximos brotes.

En México, en Octubre de 2015 se dio el primer caso autéctono por ZIKV en
Monterrey [43]. Entre el 2015 y 2017 se registraron 11,863 casos confirmados, de los

cuales 6,951 corresponden a mujeres embarazadas [44].

1.4 Métodos de diagndstico

El diagnéstico basado en la clinica es lo mas frecuente, pero ademas existen
métodos de laboratorio que incluyen: el aislamiento viral, los ensayos moleculares y
seroldgicos. El aislamiento viral requiere de un laboratorio con infraestructura y nivel
de bioseguridad 3, ademas de que es un procedimiento que requiere de varios dias.
La deteccidn de anticuerpos (IgM) mediante serologia, y la deteccion de acidos
nucleicos por RT-PCR. En México el diagndstico de estos virus se realiza en el
Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemiolégica (INDRE), cuyo algoritmo esta
basado en lo propuesto por la CDC que incluye ensayos moleculares mediante una
Triplex RT-gPCR si el paciente se encuentra en fase aguda, es decir, dentro de los

primeros 5 dias de inicio de los sintomas (Fig.11).
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Definicién operacional de caso:
Dengue, Chikungunya o Zika
(No neurotrépicos y No encefaliticos)

TRIPLEX

Emision de resultado

Positivo
Dengue,
Chikungunya

Negativo

, Zika —_—
Dengue positivo Fase aguda
A

Tipificacion Diagnostico diferencial 5%
RNLSP
BACTER: Leptospira y Rickettsia
PARA: Malaria

100% de DCSAy DG

10% de DNG LNR
Flavi: fiebre amarilla
Alfa: Mayaro

Figura 11.- Algoritmo de diagndstico para fase aguda empleado por el InDRE [45] v2.
Las muestras sospechosos para DENV, CHIKV y ZIKV tomadas en fase aguda son
sometidas a una TRIPLEX RT-gPCR para confirmar o descartar el caso.

Cuando la muestra se toma entre los dias 6-14 de inicio de sintomas, el algoritmo
que se emplea incluye un ensayo de inmunofluorescencia indirecta (IFIl) para la
determinacion simultanea de anticuerpos IgM para ZIKV, DENV y CHIKV, y posterior

confirmacion por el panel de ELISA “SMART-ONLY-ARBO” (Fig. 12).
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Figura 12.- Algoritmo de diagnoéstico para fase convaleciente empleado por el InNDRE
[45] v2. Las muestras sospechosos para DENV, CHIKV y ZIKV tomadas en fase
convaleciente son sometidas a un tamizaje por IFl. En el caso de Zika se realiza una Anti-
IgM para confirmar o descartar el caso.

Sin embargo, el diagndstico no se realiza a toda la poblacion afectada, solamente a
un 5 0 10% con sospecha de infeccidn por alguno de estos virus [45].

Con la introduccion de CHIKV en 2015 y Zika en 2016, el diagndstico para DENV que

era el unico arbovirus circulante se afectd, dada la complejidad de poder diferenciar

entre estos virus.



El algoritmo empleado por los CDC en pacientes cuya muestra sea tomada dentro de
los primeros siete dias (fase aguda) incluye una RT-qPCR para Zika, de ser positivo
en el ensayo, el diagndstico se confirma, de lo contrario, lo que se hace es una
prueba serologica en busca de IgM, de ser positivo se realiza una Prueba de
Neutralizacion por Reduccion de Placas (PRNT) para confirmar o descartar la
infeccidn. Si la muestra es colectada pasados 14 dias de iniciados los sintomas solo
se incluye la prueba seroldgica. Los CDC indican que unicamente donde haya co-
circulacién de otros virus como Dengue o Chikungunya se debera realizar el mismo

procedimiento para la deteccién de los mismos (Fig. 13).

[ Espécimen colectado <7 dias deinicio de sintomas ] [ Espécimen colectado 2 14 dias de inicdio de sintomas J
[ Prueha NAT para 7IKV J
[ Pruzba NAT positiva a ZIKv ] Prugha NAT negativa a 7IKV
Serologia IgM ZIKV }

s L .
[ 1IEM ZIKV positiva ] IgM ZIKV negativa —

I}

Prueba de Neutralizacién por Reduccon dePlacas
{PANT]

l
| l ,, l
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Figura 13.- Algoritmo de diagnéstico empleado por los CDC [46]. Las muestras tomadas
en fase aguda seran sometidas a una prueba NAT para ZIKV, a las muestras en fase
convaleciente se les hara la deteccion de Anti-IgM ZIKV.



1.5 Amplificacién isotérmica mediada por “asa” (LAMP)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es el método mas empleado para la
amplificacion del DNA. Sin embargo, el desarrollo de nuevas tecnologias de
deteccion de acidos nucleicos, sencillas, rapidas, sensibles y especificas, ha

permitido implementar nuevos sistemas de amplificacion isotérmica [47].

Hay varios métodos de amplificacién isotérmica para acidos nucleicos como:
amplificacion mediada por transcripcion (TMA), amplificacion de circulo rodante
(RCA) amplificacion basada en la secuencia de acido nucleico (NASBA),
amplificacion isotérmica de desplazamiento multiple (IMDA), amplificacion mediada
por sefial de tecnologia de RNA (SMART), amplificacion de desplazamiento de
cadena (SDA), amplificacion dependiente de helicasa (HDA), amplificacion isotérmica
de cebador unico (SPIA), amplificacion circular dependiente de helicasa (cHDA) y la

amplificacion isotérmica mediada por asa (LAMP) [48].

El método de LAMP fue descrito por primera vez en el 2000 por Notomi y cols [49]
ante la necesidad de desarrollar un método alternativo a la PCR, especifico y
sensible que se utilizara como un sistema de deteccion rapida fuera de los

laboratorios de diagndstico, requiriendo una menor infraestructura.

El ensayo de LAMP ha sido empleado para la deteccién de diversos patdégenos como
Mycobacterium tuberculosis [50], virus de influenza [51], enterobacterias [52],

biomarcadores de diagnéstico temprano en cancer [53], entre muchas otras
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aplicaciones. El ensayo de RT-LAMP emplea una retrotranscriptasa isotérmica que
actua simultaneamente con la polimerasa Bst para llevar a cabo la amplificacion en
un solo paso, por lo que es adecuada para la deteccion y el diagndstico rapido de

infecciones por virus de RNA [49].

El principio de LAMP se basa en la sintesis de multiples productos de DNA por
desplazamiento de cadena, el cual es llevado a cabo por una polimerasa isotérmica
(Bst) proveniente de la bacteria Bacillus stearothermophilus la cual es termoestable
hasta 70°C. La Bst DNA polimerasa posee actividad de exonucleasa 5°-3"y carecer
de actividad de correccion exonucleasa 3°-5". Esta enzima trabaja de manera 6ptima
entre 60-65°C [54].

La DNA polimerasa Bst trabaja conjuntamente con los 4 primers, dos de ellos son
denominados: F3, que es el primer externo en sentido, y B3, primer externo
antisentido; los otros dos primers son: FIP, interno en sentido y BIP, externo en
antisentido. Estos 4 primers reconocen 6 regiones distintas en un gen de interés (Fig.
1A). Los primers FIP y BIP contienen una region denominada F1c/B1c,
respectivamente, seguido de un espaciador de timina (TTTT) y la region F2/B2 que
es complementaria a la region F2c/B2c en la cadena complementaria y los primers
externos F3 y B3 son complementarios a F3c y B3c en la secuencia blanco de
amplificacion (Fig. 14a) [49].

La inclusion de otro par de primers a la reaccién denominados Loop primer F y Loop

primer B, los cuales contienen secuencias complementarias entre las regiones F1 y
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F2 / B1 y B2 donde se forma el asa, permite tener un numero mayor de puntos de

partida para la sintesis del DNA, lo que disminuye el tiempo de amplificacién [55].

La amplificacion por LAMP sigue dos etapas, en la primera, se emplean los 4 primers
(F3, B3, FIP y BIP) para la sintesis de DNA y en la segunda etapa se emplean los
primers internos (FIP y BIP). Como primer paso en la reaccion de LAMP, sélo la
region F2 del primer FIP alinea en la secuencia blanco, dejando a F1 sin alinear,
mientras la polimerasa Bst sintetiza la cadena; en la misma secuencia blanco, el
primer F3 alinea un momento después en el espacio que quedd entre la secuencia
blanco y F1, como la polimerasa posee actividad de desplazamiento de cadena, va a
sintetizar a partir de F3 y a liberar la primer cadena formada, la cual ya puede formar

el primer bucle.

Después en el otro extremo la region B2 del primer BIP alinea en la primera cadena
formada, se sintetiza la cadena y B3 alinea del mismo modo que F3, para sintetizar y
liberar una segunda cadena, donde ya se puede formar una estructura que posee
bucles en ambos extremos terminando asi la primera etapa de sintesis de DNA (Fig.
14b). Durante la segunda etapa de elongacion el primer FIP hibrida en el asa recién
formada para iniciar la sintesis del DNA, generando un intermediario que forma un
asa para que el primer BIP hibride en ese extremo y continue con la sintesis del DNA

(Fig. 14c).

Ambos productos sirven como plantilla para una reaccion de sintesis y

desplazamiento de la cadena en los ciclos subsiguientes, cada medio ciclo se
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amplifica 3 veces la secuencia blanco, los productos finales son formados de manera
azarosa durante la reaccion, generando diferentes estructuras de tallo y asa, asi

como de coliflor (Fig. 14d) [49].

El disefio adecuado de los primers es lo que determina la especificidad de la
reaccion de LAMP, los cuales deben considerar las siguientes caracteristicas: la
distancia entre el extremo 5 'de F2 y B2 se considera de 120-180 pb, entre F2 y F3,
asi como B2 y B3 es de 0-20 pb y la distancia para las regiones de formacion de
bucle es de 40-60 pb. La Tm se considera entre 60-65 °C en el caso de ser ricos en
GC (50-60%), y entre 55-60 °C si son ricos en AT (40-50%). La secuencia del
extremo 3' no debe ser rica en AT. Los extremos de los primers deben tener una dG
calculada menor a -4 kcal/mol en los 6 pb finales en el extremo 5 'de F1c / B1c y en
el extremo 3' de F2 / B2 asi como F3 / B3. Los primers deben disefiarse de manera
que no formen facilmente estructuras secundarias o complementarias a los otros
primers. La eficiencia de LAMP depende también del tamafio del blanco a amplificar,
generalmente se recomienda que sean menores de 300 pb para tener buenos

resultados [56].
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Figura 14.- Esquema representativo de la reacciéon de LAMP. Tomada de [57]. A) Disefno
de primers sobre el DNA blanco, F3 (negro), FIP: F1c (verde claro)-F2 (dorado), B3
(naranja), BIP: B1c (Azul cielo), B2 (azul marino). B) Inicio de la reaccién y formacion de la
estructura de doble asa. C) sintesis de DNA y desplazamiento de cadena a partir de las
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1.5.1 Deteccidn de productos de LAMP

Existen diferentes métodos para detectar los productos de LAMP, uno de ellos es a
través de la deteccion indirecta de subproductos de reaccion, basada en la formacién
de pirofosfato liberado por incorporacién de desoxinucleétidos trifosfatados (ANTPs)
en la cadena de DNA durante la polimerizacion. La cantidad de pirofosfato que se
genera en la reaccion de LAMP, suele ser alto y forma un complejo estable con iones
metalicos como el magnesio, el calcio o el manganeso. El pirofosfato puede ser
detectado cuando precipita con magnesio a concentraciones superiores a 0.5 mM y
observarse a simple vista como un sedimento después de la centrifugacion (Fig. 15a)

[58].

Otro método emplea el Azul de hidroxinaftol (HNB) el cual es util como indicador
colorimétrico para la titulacién de iones Ca?* a pH 13.0 e iones Mg?* a pH 10.0. El
color del HNB cambia dependiendo del pH de la solucion; pero en la reaccion de
LAMP, este cambio de color es inducido por la quelacion de iones Mg?* por dNTPs.
El HNB cambia de color de violeta a azul cielo tras el agotamiento de iones de

magnesio libres (Fig. 15b) [59].

Alternativamente, la calceina se puede usar en combinacion con iones de
manganeso libres por su efecto quelante. A medida que el manganeso se une
fuertemente al pirofosfato recién formado, la calceina se libera y se une al magnesio
libre, dando como resultado una fluorescencia verde brillante después de la

excitacion con luz visible o UV (Fig. 15b). La adicion de intercalantes del DNA como

26



SYBR Green, Eva Green o berberina, puede hacerse durante o después de que

termind la reaccién de LAMP y es facil de visualizar bajo la luz UV. (Fig. 15c).

La visualizacion de productos en forma de barrido y patrones de escalera generados
en la reaccion de LAMP se puede observar mediante una electroforesis en gel de

agarosa al 2% (Fig. 15d).
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Figura 15.- Métodos de detecciéon de productos de LAMP. Tomada de [60]. A) Ecuacion
simplificada de una reaccion de ADN polimerasa. Me2 + representa iones metalicos como
Mg2 + o Mn2 + B) Deteccion por turbidez por la formacion de pirofosfato, deteccion
colorimétrica con HNB y con calceina. C) Deteccién con intercalantes del DNA como SYBR
Green, EvaGreen, berberina. D) Visualizaciéon de productos amplificados en gel de agarosa.
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2.- ANTECEDENTES

La infeccion por el virus del Dengue es una enfermedad con comportamiento
epidemioldgico estacional y constituye una de las principales arbovirosis a nivel
mundial. En México es considerado como endémico ya que reside de forma

permanente desde los anos 70 [61].

El primer reporte de caso por infeccidn del virus Chikungunya en el pais fue en mayo
del 2014, cuya confirmacion fue hecha por el INDRE. El numero de casos fue
incrementandose durante el 2015 hasta alcanzar 11,577, mientras que para el 2016

disminuyo6 abruptamente a 757 casos, coincidiendo con la entrada de Zika [62].

Tanto el virus del dengue como Chikungunya son virus de RNA de cadena sencilla,
por lo cual su genoma puede presentar mutaciones que faciliten la adaptacion y su
transmisibilidad [63]. Este tipo de adaptaciones favorecen la introduccién de nuevos
virus en donde otros ya son endémicos, dificultando la posibilidad de diferenciar entre
ellos y obtener un diagnostico certero en el momento, por lo que es indispensable
implementar técnicas que permitan detectar el genoma viral de manera especifica y

rapida es indispensable.

El método RT-LAMP surgié en el 2000 como una herramienta de amplificacién de
acidos nucleicos para la deteccion de patdégenos en zonas donde no es posible
realizar una prueba diagndstica, convirtiéndose en una técnica cada vez mas

aceptada debido a sus ventajas [49], por lo que se ha utilizado en la deteccion de
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virus cuya similitud de sintomas, como ZIKV [64], DENV [65], o CHIKV [66] dificultan

el diagnéstico clinico en los sitios donde co-circulan.

Estudios sobre la deteccion de CHIKV y DENV, demuestran que la técnica de RT-
LAMP es altamente sensible y especifica [67], comparable con otras técnicas

moleculares de deteccion en fase aguda como los ensayos de RT-qPCR [68].

3.- JUSTIFICACION

La comprensién de los mecanismos de virulencia y la dinamica de transmision de los
virus emergentes es necesaria para establecer las medidas que permitan diferenciar
a los arbovirus que co-circulen en nuestro pais. En el caso de DENV y CHIKV, los
brotes recientes ya son un problema de salud publica, que genera confusién debido a
la similitud de los sintomas en las personas infectadas, aunado a la falta de un

diagndstico certero y oportuno en los lugares requeridos.

Por lo que es necesario implementar sistemas de deteccidon que puedan ser
utilizados en los lugares donde surgen los brotes y donde no hay laboratorios de
referencia equipados para realizar el diagndstico de estos virus. Entre los sistemas
qgue se han desarrollado para realizar el diagndstico en los sitios de atencion primaria
de los pacientes, se encuentran las pruebas de amplificaciéon isotérmica como LAMP
cuya simplicidad permite proponerla como método alternativo para la deteccion de
DENV y CHIKV, ya que se pueden amplificar de 10%10'0 copias en
aproximadamente 1 hora, brindando un resultado oportuno para un mejor manejo

clinico de los pacientes.
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4.- HIPOTESIS
El sistema de RT-LAMP es tan sensible y especifico como para detectar y amplificar

los fragmentos de C en DENV y E1 en CHIKV comparable con una RT-qPCR.

5.-OBJETIVO GENERAL

Establecer dos sistemas de deteccion del genoma de Dengue y Chikungunya
mediante la técnica de RT-LAMP, para la identificacion diferencial de las

infecciones que provocan estos virus.

.5.1.- OBJETIVOS PARTICULARES

» Establecer un ensayo de RT-LAMP para la deteccion del virus Dengue
» Establecer un ensayo de RT-LAMP para la deteccion del virus Chikungunya
» Evaluar el desempefio de los ensayos de RT-LAMP en muestras clinicas y

compararlo con un ensayo de RT-gPCR

6.- MATERIAL Y METODO

6.1 MATERIAL BIOLOGICO

6.1.1 Controles de RNA-DENV y CHIKV

Para obtener los controles positivos del ensayo, se extrajo el RNA viral a partir de
sobrenadantes de cultivos de células Vero infectadas con los 4 serotipos del DENV,

después de 3 a 5 dias post-infeccién. EI RNA de CHIKV se obtuvo del plasma de un
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paciente positivo a la infeccidon. Como un control de especificidad, se obtuvo también

el RNA del ZIKV a partir de un sobrenadante de cultivo en células Vero.

6.1.2 Muestras clinicas

Un total de 95 muestras de plasma y suero de pacientes con sospecha clinica de
infeccion por DENV o CHIKV, sin diagndstico previo fueron colectadas en la UMF N°
61, del IMSS ubicado en el puerto de Veracruz, durante el periodo de septiembre-
octubre de 2015, la muestra se tomd durante la fase aguda, en promedio unos 4 dias
después del inicio de los sintomas que incluyen dos o mas de los siguientes: fiebre,
cefalea, mioartralgias, dolor retroocular, erupcion cutanea, nauseas y vomito, Todos
los pacientes firmaron una carta de consentimiento para participar en el estudio, (N°

de protocolo: R-2011-785-051).

6.2.- METODO

6.2.1 Extraccion de RNA

Para llevar a cabo la extraccion del RNA viral de los sobrenadantes de cultivo y del
plasma de las 95 muestras de los pacientes se empleo el kit QlAamp Viral RNA Mini
Kit (Qiagen). A 140 pL del sobrenadante/plasma se le adicionaron 560 pL de la
mezcla AVL-RNA acarreador, se incubd 10 minutos a temperatura ambiente (TA) y
se anadieron 560 pL de etanol. La mezcla se transfirié a una columna de coleccion y
se centrifugo 1 minuto a 10,035 g. Se hizo un lavado con 500 L del buffer AW1, se

centrifugd 1 minuto a 10,035 g después se realizé un segundo lavado con 500 pL del
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buffer AW2 y se centrifugd 3 minutos a 30,733 g. La elucion del RNA se hizo en un

volumen de 60 uL con el buffer AVE y se centrifugo 1 minuto a 10, 035 g.

El RNA se cuantificd por espectrofotometria a 260 nm con el uso del NanoDrop 1000

(Thermo Scientific) y se almacend a -70°C hasta su uso.

6.2.2 Establecimiento de controles positivos para los ensayos de RT-LAMP

Para el establecimiento de los controles positivos del ensayo de RT-LAMP se
emplearon los primers externos del ensayo LAMP para el DENV (DEN-F3/DEN-B3)
que corresponden a una region del gen de la Capside y para el CHIKV (CHIK-
F3/CHIK-B3) que corresponden a una region del gen de la Envoltura (Tabla 1). Se
empledé una RT-PCR convencional empleando el kit SuperScript One-Step RT-PCR
(Invitrogen™) modificando algunas instrucciones del fabricante. La mezcla de
reaccion contenia: 6.25 puL Buffer 2X (0.4 mM de cada dNTP y 2.4 mM de MgSOa),
0.25uL de SuperScript™ Il RT/Platinum™ Taqg Mix, 1 uL de agua y 1.25 pL de cada
primer DEN-F3/DEN-B3 o CHIK-F3/CHIK-B3, se emple6 1 uL del RNA para un
volumen final de reaccion de 11 pL. Las condiciones en el termociclador (Biometra)
fueron las siguientes: un paso de retrotranscripcion de 30 minutos a 50°C, un ciclo de
pre-desnaturalizacion de 2 minutos a 94°C, 40 ciclos de (15 segundos a 94°C, 20
segundos a 60°C, 20 segundos a 72°C): con un paso de extension final de 5 minutos

a 72°C.

32



6.2.3 Purificacién de productos de PCR por el método de precipitacién por

etanol

Para realizar la purificacion de los productos se emplearon 10 pyL del producto de
PCR, se agregaron 28 uL de agua y 64 uL de etanol al 95 %, se incubo 15 minutos a
TA, se centrifugd 20 minutos a 45,315 g. y se retird el sobrenadante. Se agregaron
250 pL de etanol al 70%, se centrifugd durante 10 minutos a 45,315 g. y se retiro el

sobrenadante. Se agregaron 10 uL de agua y se incub6 5 min a 65°C.

El producto purificado se cuantificd por espectrofotometria a 260 nm con el uso del

NanoDrop 1000 (Thermo Scientific).

6.2.4 Secuenciacion de los productos purificados de PCR

La secuenciacion de los productos purificados se realizé empleando el kit Byg Dye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems) modificando las
instrucciones del fabricante 1 puL de Buffer 5X, 1 uL de mezcla de reaccién Big Dye, 1
puL de primers 10uM, 4 puL de agua y 1 pL (5-10 ng) de templado de PCR purificado,
teniendo un volumen final de 8 pL. Las siguientes condiciones fueron empleadas en
el termociclador (Biometra): 25 ciclos con tres etapas de 96°C por 10 segundos, 50°C
por 5 segundos y 60°C por 1 minuto. Después de la amplificacion, cada reaccién se
purific6 nuevamente con etanol y en oscuridad como se describié anteriormente en el

punto 6.2.3.
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La lectura de fluorescencia de los fragmentos purificados se hizo en un secuenciador

ABI 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems).

6.2.5 Analisis de secuencias

Para obtener las secuencias consenso se empled el programa CLC DNA Workbench
6.6.1 (CLC Bio, QIAGEN) y se realiz6 el alineamiento de las secuencias en sentido y
en antisentido obtenidas en formato .abi. Las secuencias de referencia empleadas
para ensamblar las secuencias consenso fueron; Cepa S27 CHIKV prototipo Africano
(AF369024.2), DENV-2 QML16 (KX372564.1), DENV-3 H87 (KU050695.1), DENV-4

KBPV-VR-31 (KP406806.1).

6.2.6 Estandarizacion del ensayo de RT-LAMP

Se emplearon los RNAs extraidos a partir de cultivo celular para estandarizar los
ensayos de RT-LAMP empleando los primers F3, B3, FIP y BIP tomados de [67] para
DENV y CHIKV (Tabla 1) empleando las siguientes condiciones: 1.3 puL de Isothermal
buffer 1X (NEB), 1.8 uL de dNTP’s 1.4mM c/u (Roche), 0.7 uL MgSO4 8mM (NEB),
0.5 pL de cada primer F3 y B3 (0.8 uM para DENV y 0.2 uM para CHIKV), FIP y BIP
(1.6 uM), 1.6 U de Bst 3.0 (NEB), 5.5 uL de agua y se agrego 1 uL de RNA para un

volumen final de 12.5 L.
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Taba 1.- Primers disefiados para la region C de DENV y E1 CHIKV

Posicién en
Secuencia (5'>3")
el genoma

Céapside KX372564.1
DEN-F3 GAGAAACCGCGTGTCAAC 153-170
DEN-B3 CCTTCCAATCTCTTTCCTGAA 346-366

AGGGCCATGAACAGTTTTAATGGTCAGCTGACAAAGA | 178-195
DEN-FIP

GATTCTCA 218-238

CCTAACAATCCCACCAACAGCACCCTCTCAAAACATT | 245-266
DEN-BIP

GATAGC 321-337
Envoltura (E1) JF274082.1
CHIK-F3 CGCCCTCTTTAACGGACATG 10,858-10,877
CHIK-B3 AATTCGGCGCTGGCTAAG 11,057-11,074

TGCCTTTCTTGCTGGCTGCATATACCAGCCTGCACCC | 10,888-10,905
CHIK-FIP

ATT 10,938-10,959

AGTGTGCGGTGCATTCGATGATGCAGCTGAGAATTCC | 10,960-10,977
CHIK-BIP

CTTC 11,019-11,038

Primers para la reaccion de RT-LAMP de Dengue y Chikungunya. Primers externos: DEN-F3
y DEN-B3 / CHIK-F3 y CHIK-B3. Primers internos: DEN-FIP y DEN-BIP / CHIK-FIP y CHIK-
BIP.

Las condiciones empleadas para la amplificacion isotérmica del DENV fueron: 65°C
durante 1 hora, mientras que para CHIKV fueron 65°C durante 45 minutos, seguido
de un paso de inactivacion de la enzima de 5 minutos a 80°C. Toda la incubacion se

realizo en el termociclador (Biometra).



Los ensayos de RT-LAMP para las 95 muestras se hicieron por duplicado y la
deteccion de productos fue por electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiido con

HydraGreen™, durante 30 minutos a 100V (Miupid-exU).

6.2.7 Ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA)

Para detectar las inmunoglobulinas de clase M de DENV y CHIKV en el suero de los
pacientes se aplicd la técnica de ELISA, empleando el kit Anti-Dengue IgM Virus
ELISA (EUROIMMUN) siguiendo las instrucciones el fabricante y la microplaca se

leyé a 450 nm en el espectrofotometro PowerWaveX (Biotek Instruments Ink).

6.2.8 Ensayo de RT-qPCR

Se empledé un ensayo de RT-qPCR como prueba de referencia para evaluar al
ensayo de RT-LAMP. Se us6 el RNA de las 95 muestras, el panel de detecciéon por
RT-gPCR incluyé la deteccion de DENV serotipos 1, 2, 3 y 4, Fiebre amarilla (YFV),
West Nile Virus (WNV), ZIKV y CHIKV, los cuales se hicieron el Centro de
Investigacion en Enfermedades Infecciosas (CIENI) en el equipo BioMark HD
Fluidigm, el cual combina la tecnologia de un circuito integrado de fluidos (IFC)
compuesto por una red canales, valvulas y camaras que se conectan entre si,
acoplado a un equipo de RT-gPCR que genera curvas de fusién de alta resolucion
permitiendo una deteccion altamente sofisticada ya que se obtiene el resultado de

2304 reacciones de PCR simultaneas.
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6.3 Analisis estadistico

Se determind la sensibilidad y la especificidad de los ensayos de RT-LAMP
calculando la sensibilidad y especificidad, p<0.0001, se determind la correlaciéon de

Pearson y se realizé un analisis del area bajo la curva.

7.-RESULTADOS

7.1 Caracterizacién de controles positivos para DENV y CHIKV

Para la caracterizacion del control positivo de DENV se utilizé el RNA cada uno de
los virus obtenidos de sobrenadantes de cultivo, y se amplificé una regién por RT-
PCR de punto final. Se amplificé una banda de aproximadamente 213 pb, para cada

uno de los 4 serotipos de RNA-DENV (Fig. 16a).

En el caso de CHIKV, se utilizo el RNA-CHIKV y se amplific6 una region de la
envoltura (E1), como se observa en la Fig. 16b se obtuvo un fragmento con el

tamano esperado (216 pb) en linaje Africano y Asiatico.

Para demostrar que los primers no hibridaban inespecificamente con otros virus, se
llevd a cabo una prueba de especificidad en la cual se utilizé DENV con los primers
de CHIKV, y no se observé amplificaciéon (Fig. 16b) lo que indica que los primers

utilizados son especificos a CHIKV.
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Figura 16.- Amplificacion por RT-PCR de una regiéon del gen C del DENV y E1 en
CHIKV. a) Productos de RT-PCR empleando los primers externos de DENV (DEN-F3 y DEN-
B3), pertenecientes a una region de la capside, tamafo esperado del amplicén: 213 pb, b)
Productos de RT-PCR empleando los primers externos pertenecientes a la envoltura (E1) de
CHIKV (CHIK-F3 y CHIK-B3), tamafno esperado del amplicon: 216 pb M: marcador 100 pb,
CN: Control negativo D1-D4. Dengue serotipos 1-4 CH Af: Chikungunya linaje Africano, CH
As: Chikungunya linaje asiatico.

Para confirmar la identidad de los fragmentos amplificados se secuenciaron los
productos de PCR purificados de DENV y CHIKV mediante secuenciacion tipo
Sanger. Como se puede ver el fragmento obtenido para DENV-2 se alinea con la
regiéon de la capside de la cepa QML16 del virus Dengue serotipo 2 (Fig. 17a), para
DENV-3 alinea en la regién de la capside en la cepa H28 (Fig. 17b), para DENV-4
también alinea en una regién de la capside correspondiente a la cepa H241 (Fig.

17c¢) y para CHIKV la secuencia alinea en la region de la envoltura (E1) con la cepa

S27 prototipo Africano (Fig. 17d).
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Figura. 17.-Alineamiento de la secuencia consenso con la cepa de referencia Las
secuencias se analizaron con el programa CLC DNA Workbench, el ensamble de la
secuencia consenso con la cepa de referencia se hizo mediante el alineamiento de las
secuencias en sentido y antisentido de a) QML16 para DENV2 b) H28 para DENV3 y c)
H241 para DENV4 corresponden a una region del gen de la capside y para CHIKV se
empleo la cepa d) S27-prototipo Africano perteneciente al gen E1 de CHIKV.

7.2 Estandarizacion del ensayo de RT-LAMP

7.2.1 Optimizacion del ensayo de RT-LAMP para DENV y CHIKV

La optimizacion de la reaccion de RT-LAMP depende de varios factores como es la
concentracion de los primers y que la enzima trabaje adecuadamente, En este
trabajo, una vez que los controles positivos fueron caracterizados para cada virus, se

optimizo el ensayo de RT-LAMP mediante la modificacion de las condiciones
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estandar [49] en el que se incluyd un ensayo para ZIKV como control de
especificidad por la posible hibridacion inespecifica con DENV, por lo que se realizé
un gradiente de concentraciones con los primers F3 /B3, se modificaron las unidades

de enzima Bst empleadas y no se adiciond una retrotranscriptasa a la reaccion.

Una vez hecho se esto, se seleccionaron las siguientes condiciones para llevar a
cabo los ensayos de RT-LAMP. La concentracién éptima de los primers F3 y B3 fue
0.8 uM para DENV y 0.2 uM para CHIKV, en ambos casos para FIP y BIP se empled
la concentracién de 1.6 uM y 1.6 U de enzima Bst, en el caso de DENV el tiempo de
amplificacion fue de 1 h y para CHIKV fueron suficientes 45 min. En una reaccion de
RT-LAMP, la formacién de diferentes productos amplificados esta representado por
un barrido que puede observarse en el gel de agarosa (Fig. 18a) indicando que la

reaccion para cada virus esta optimizada.
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Figura 18- Deteccion del genoma viral mediante RT-LAMP. Visualizacién de los productos
de la reaccion de RT-LAMP mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% formando un

patron escalonado en la reaccién positiva a los virus Dengue (D), Chikungunya (CH) y Zika
(ZK). M: Marcador, CN: Control Negativo.

S

Dengue y Zika pertenecen a la familia flaviviridae por lo tanto, sus genomas tienen un
50-60% de identidad, por lo que para evitar que se presente una hibridacion
inespecifica se realizé un ensayo para verificar la especificidad de los primers y como

se observa en la Fig. 19 no hay hibridacion inespecifica entre ellos.
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Figura 19-Especificidad del ensayo de RT-LAMP. En el ensayo de especificidad se
empled el RNA control de DENV2 con los primers (F3, B3, FIP y BIP) de Zika y RNA de Zika
con los primers (F3, B3, FIP y BIP) de Dengue. Cada ensayo con su respectivo control
positivo. M: Marcador, CN: Control Negativo.

7.2.2 Sensibilidad del ensayo de RT-LAMP

Para determinar la concentracion minima de RNA viral que pueda ser detectado por
el sistema de RT-LAMP se tomé como modelo al DENV-2 y se hicieron diluciones
partiendo de una concentracion de 80.4 ng/uL, y se observé que el ensayo amplifica
incluso 0.08 ng/pL de producto que corresponde a la ultima dilucién realizada (Fig.

20).
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Figura 20- Diluciéon del RNA de DENV2 y deteccion por RT-LAMP. Se utilizaron diferentes
concentraciones del RNA de DENV-2 en la reaccién de RT-LAMP, los productos detectados
en la electroforesis en gel de agarosa se visualizan en el siguiente orden M: Marcador, 1:
Control negativo, 2: RNA (80.4 ng/uL), 3.-RNA (40.2 ng/uL), 4. RNA (26.8 ng/uL), 5: RNA
(16.8 ng/uL), 6: RNA (8.04 ng/uL), 7.-RNA (0.804 ng/uL), 8.- RNA (0.08 ng/uL).

7.3 Evaluacion del ensayo de RT-LAMP en muestras clinicas.

Para evaluar el ensayo de RT-LAMP se utilizaron las muestras de pacientes con
sospecha clinica de infeccion por Dengue o Chikungunya colectadas en la UMF N°
61 en el periodo de Septiembre-Octubre de 2015 en Veracruz debido a un fuerte
brote de infecciones febriles. por lo que para este estudio los criterios de inclusién
fueron fiebre, dolor muscular o articular, erupciones en la piel, malestares
gastrointestinales. Los pacientes que cumplieron los criterios de inclusion fueron 95,
en una proporcion de 45 hombres (47.36%) y 50 mujeres (52.63 %). La mediana de

la edad es de 33 + 13.32, y el promedio de dias de inicio de fiebre fue de 3 £1.3 dias.
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Tabla 2.- Demografia de los pacientes con sospecha de infeccién por CHIKV o DENV

Datos generales de los pacientes

Pacientes 95
Genero (M:F) 45:50
Edad (mediana) 33+13.32
Promedio de dias de inicio de fiebre 3+1.3

Para evaluar el sistema de RT-LAMP, se emplearon los RNA extraidos del plasma de
los pacientes. Todos los ensayos se hicieron por duplicado para DENV y CHIKV,
ZIKV fue empleado como un control de especificidad y como se puede observar en la
figura 21, en el gel se representan unicamente las muestras que fueron positivas

para DENV 2 de 95 (2.1%) que corresponen a las muestras D70y D71.

DENV
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e >
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Figura 21.- Amplificacion mediante RT-LAMP del genoma de DENV en muestras de
pacientes. El ensayo se realizd por duplicado. Gel de agarosa al 2%. M: Marcador, CN1:
Control negativo mix, CN2: Control negativo zona adicion de muestras, CN3: Control
negativo zona adicion de control positivo, CP: control positivo, D: muestras con sospecha de
infeccion por Dengue o Chikungunya.
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En la figura 22 se muestra un gel representativo en el cual se observan 11 muestras
positivas para CHIKV, el total de muestras positivas fue de 45 de 95 (47.36%). En la
figura 23 se muestra un gel representativo de las pruebas para ZIKV, ninguna dio un

resultado positivo.

CHIKV

Figura 22.- Amplificacion mediante RT-LAMP del genoma de CHIKV en muestras de
pacientes. El ensayo se realizé por duplicado y la visualizacién fue por electroforesis en gel
de agarosa al 2%. Las muestras positivas amplificaron formando diferentes patrones de
bandeo a) 2 muestras positivas, b) 5 muestras positivas, c) 4 muestras positivas, D59 y D19
(diluidas 1:1000) M: Marcador, CN1: Control negativo mix, CN2: Control negativo zona
adicién de muestras, CN3: Control negativo zona adicién de control positivo, CP: control
positivo, D: muestras con sospecha de infeccién por Dengue o Chikungunya.
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Figura 23.- Amplificacion mediante RT-LAMP del genoma de ZIKV en muestras de
pacientes. El ensayo se realizd por duplicado, la visualizacion fue por electroforesis en gel
de agarosa al 2%. No se detectaron muestras positivas a Zika. M: Marcador, CN1: Control
negativo mix, CN2: Control negativo zona adicion de muestras, CP: control positivo, D:
muestras con sospecha de infeccion por Dengue o Chikungunya.

El sistema empleado como referencia para comparar el resultado de los ensayos de
RT-LAMP fue la RT-qPCR, realizado en el Centro de Investigacion en Enfermedades
Infecciosas (CIENI) para demostrar la consistencia entre el resultado de una prueba
y otra, para esto se emple6 un panel de deteccion de arbovirus validado que incluye
DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4, WNV, YFV, ZIKV y CHIKV cada ensayo se
realizd por cuadruplicado. El resultado del ensayo por RT-qPCR fueron 41 de 95
muestras positivas para CHIKV (43.15%), 2 de 95 para DENV-2 (2.10%) y ninguna

para ZIKV, YFV o WNV.

La tabla de contingencia indica qué tan especifica y sensible es la prueba de RT-
LAMP empleando como estandar de oro la RT-gPCR se obtuvieron para DENV 2

muestras positivas que coinciden con la RT-gPCR (Tabla 3).
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Tabla 3.- Tabla de contingencia RT-LAMP y RT-qPCR de DENV

PRUEBA

RT-LAMP
(+)

RT-LAMP
(-)

TOTAL

En el caso de CHIKV, el resultado fue diferente, ya que al comparar con la RT-gPCR
se obtuvieron 32 Verdaderos Positivos (VP), 41 Verdaderos Negativos (VN), 13

Falsos Positivos (FP) y 9 Falsos Negativos (FN) (Tabla 4).

Tabla 4.- Tabla de contingencia RT-LAMP y RT-qPCR de CHIKV

PRUEBA

RT-LAMP
(+)
RT-LAMP
(-)

TOTAL
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7.5 Sensibilidad y especificidad del ensayo de RT-LAMP

Se determind la especificidad y sensibilidad de los ensayos de RT-LAMP
comparados con el ensayo de RT-gPCR, la sensibilidad esta representada como la
probabilidad de que un sujeto enfermo obtenga un resultado positivo en la prueba de
RT-LAMP y la especificidad en este caso representa la probabilidad de que un sujeto
sano tenga un resultado negativo en la prueba de RT-LAMP.

En el caso de DENV se obtuvo una sensibilidad y especificidad del 100%, mientras
que para CHIKV, la sensibilidad de RT-LAMP fue del 78% y la especificidad del 75%

(tabla 5).

Tabla 5.-Porcentaje de sensibilidad y especificidad del ensayo de RT-LAMP

sensibilidad vplvp+fn 0.78 78%

especificidad vn/vn+fp 0.759 75%

VP: verdaderos positivos, VN: verdaderos Negativos, FP: falsos positivos, FN: falsos
negativos

Ademas del estadistico anterior, se representd graficamente la sensibilidad frente a
la especificidad mediante la curva ROC la cual representa la proporcion entre
verdaderos positivos y falsos positivos obtenidos en el ensayo de RT-LAMP
comparado con la RT-qPCR. El valor del area bajo la curva obtenido fue de 0.775,

empleando un intervalo de confianza del 95% (Fig. 24).
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Figura 24.- Curva ROC de RT-LAMP. La grafica representa la relacién entre sensibilidad y
especificidad de la técnica de RT-LAMP

La prueba estadistica de correlacion de Pearson se realizé para determinar si existia
una correlacion entre el ensayo de RT-gPCR y RT-LAMP y se obtuvo el valor de

r=0.555 y R?=0.30 (Fig. 25), mostrando una baja correlacién entre ambas pruebas.
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Figura 25.- Correlacion lineal entre RT-gPCR y RT-LAMP. La prueba evaluada muestra
una baja correlacién en comparacion con la RT-gPCR.
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Empleando tres diferentes pruebas estadisticas, solo la correlacion de Pearson nos
da un valor muy bajo, esto debido a las inconsistencias presentadas por los falsos
positivos y falsos negativos, sin embargo, el AUC y las pruebas de sensibilidad y
especificidad arrojan resultados similares, lo que nos indica que la correlacion entre

un método y otro es similar.

7.7 Ensayo de RT-PCR de punto final para CHIKV
El ensayo de RT-PCR se realiz6 como un complemento para dar una posible
explicacion a los resultados obtenidos en el ensayo de RT-LAMP- El resultado fue
una menor sensibilidad para la deteccion de CHIKV que por RT-LAMP y RT-gPCR:se
obtuvieron 28 de 95 muestras positivas y 67 de 95 muestras negativas. En la Fig. 26

se observa un gel representativo de los ensayos de RT-PCR.

o P SN,y vt A S bt 32 - Oy
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Figura 26.-Amplificacion por RT-PCR punto final en muestras de pacientes. Los
fragmentos detectados mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% corresponden a una
region del gen E3 de CHIKV. El tamano de la banda esperada es de 211 pb. M: marcador,
CN: Control negativo: 1 y 2, CP: Control Positivo, D: Muestras con sospecha de Dengue o
Chikungunya.
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7.6 Resultados de la deteccion de Inmunoglobulinas mediante ELISA
Anti-IgM e IgG para DENV y CHIKV

Para determinar que las muestras negativas por ensayos moleculares son negativas
a la infeccion por Chikungunya, se hizo una ELISA Anti-IgM de CHIKV, como se
puede ver en la tabla 6, se obtuvieron 36 de 95 muestras positivas, confirmando la
reciente infeccion. En el caso de DENV, la deteccion de anti IgM-DENV so6lo se
encontro en 4 de 95 muestras (4.2%), mientras que la Anti IgG-DENV se detectaron
en 75 de 95 muestras (78.95%).

Tabla 6.- Numero de muestras CHIKV positivas para cada ensayo

RT-gPCR RT-PCR RT-LAMP

Positivo
Negativo

Total

En la tabla 7 se concentran algunos datos demogréficos, el rango de edad va desde
los 10 hasta los 71 afos, el inicio de fiebre abarca de 1 a 5 dias, el rango de los
ciclos de cuantificacion (Cq) va de 3.6 a 19.8. Se obtuvo un total de 41/95 (43.15%)
muestras positivas por RT-qPCR, 45/95 (47.36%) por RT-LAMP y un 36/95 (33.89%)

por ELISA Anti IgM-CHIKV.

En este trabajo se encontraron algunas coincidencias entre los ensayos moleculares
y seroldgicos, las cuales estan representadas en la tabla 7 donde se observa en

color azul las muestras que dieron positivo para RT-LAMP y Anti-lgM CHIKV (13
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muestras), en rosa las coincidencias entre RT-gPCR y Anti-IgM CHIKV (12
muestras), y en morado se encuentran las coincidencias en pruebas moleculares y

seroldgicas (7 muestras).

Tabla 7.-Resultados de los ensayos de ELISA anti IgM CHIKV y DENV, RT-qPCR y RT-
LAMP

Muestra | Edad Fl'ergf:’( 4) | 1aM DENV cll-!i’mv RATIO | RT-gPCR | Cq RT-LAMP
D01 30 s/d N = 2.9 N P
D02 24 s/d N P 2.9 N
D03 37 s/d N N 0.2 N N
D04 23 s/d P P 6.3 N N
D05 34 s/d N N 0.3 N N
D06 62 s/d N N 0.3 P 9 P
D07 15 s/d N N 0.3 N N
D08 42 s/d N = 1.2 P 15.9 N
D09 23 P = 43 N P
D10 39 N P 2.0 N N
D11 29 N N 0.2 P 6.5 P
D12 30 5 N P 3.2 N N
D13 23 s/d N = 2.2 N P
“D14 24 s/d N N 0.3 P 4.1 P*
D15 23 3 N N 0.4 P 185
D16 28 s/d N N 0.4 N
D17 30 2 N N 0.3 P 15
D18 23 2 N N 0.2 P 138
*D19 32 s/d N N 0.3 P 45 P*
D20 23 3 N N 0.2 N P
D21 27 4 N N 0.2 N P
D22 26 5 N P 34 N N
D23 46 5 N N 0.2 N P
D24 19 2 N N 0.3 P 9.2 P
D25 25 3 N N 0.4 P 15 P
D26 24 2 N N 0.8 N N
D27 23 1 N N 0.2 N N
D28 43 4 N N 0.3 P 13 P




Inicio

IgM

Muestra Edad Fiebre (d) IgM DENV CHIKV RATIO | RT-qPCR Cq RT-LAMP

D29 25 4 N P 22 N

D30 49 3 N N 0.3 P
D31 43 4 N P 1.4 N P
D32 42 4 N N 0.3 P 8 P
D33 15 1 N N 0.4 P 13.6 P
D34 54 4 N P 4.1 N P
D35 21 s/d N N 0.2 N N
D36 32 5 N P 3.7 P 12.6 N
D37 20 N N 0.2 N N
D38 33 4 N P 1.6 P 7.9 P
D39 19 1 N N 0.3 N N
D40 21 s/d N N 0.2 N N
*D41 43 3 N N 0.2 P 4.5 p*
D42 24 5 N P 5.5 N N
D43 59 2 N N 29 N N
D44 43 4 N N 0.3 N N
D45 s/d 3 N N 0.3 N N
D46 42 s/d N N 0.2 P 9.6 P
D47 35 3 N P 3.7 P 6.8 P
D48 52 4 N P 1.9 P 15.1 N
D49 28 5 N N 0.4 N N
D50 52 3 N P 25 P 19.8 N
D51 42 1 N N 0.3 N N
D52 71 4 N N 0.2 N N
D53 38 s/d N N 0.3 P 7.7 P
D54 60 s/d N P 1.7 P 16.8 P
D55 51 s/d N P 3.7 N P
D56 19 s/d N P 1.3 N N
D57 40 s/d N N 0.7 P 12.2 P
D58 33 s/d N N 0.4 P 17 P
*D59 50 s/d N N 0.2 P 6.1 P
D60 44 s/d N N 0.6 P 12.8 P
D61 23 s/d N N 0.4 N P
D62 60 3 N P 24 P 16.4 P
D63 31 s/d N N 0.3 N P
D64 29 s/d N P 3.5 N N
D65 29 2 N N 0.5 N N
D66 26 1 N N 0.3 N N
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Inicio

IgM

Muestra Edad Fiebre (d) IgM DENV CHIKV RATIO | RT-qPCR Cq RT-LAMP
D67 36 2 N P 2.1 P 18.2 P
*D68 29 1 N N 0.3 P 3.6 P*
D69 25 4 N P 5.1 N N
D70 33 1 N N 0.2 N** 194 N**
D71 10 1 N N 0.3 N** 17.8 N**
D72 54 3 P N 0.2 P 13 P
D73 37 3 N N 0.7 N N
D74 27 3 N N 0.8 P 13 P
D75 61 3 N P 1.4 P 16.6 P
D76 66 4 N P 1.3 P 14.8 N
D77 37 s/d N P 6.2 P 17.8 P
D78 s/d N N 0.3 N P
D79 38 N N 0.5 N N
D80 49 N N 0.6 P 10.8 P
D81 44 N N 0.3 P 6.4 N
D82 s/d N P 4.5 N N
D83 40 s/d N P 6.2 N N
D84 16 s/d N P 1.2 N N
D85 51 s/d N N 1.0 P 18.7 P
D86 12 s/d N P 7.3 N N
D87 31 1 N N 0.3 P 11.6 P
D88 44 s/d N N 0.3 P 16 N
D89 51 s/d N N 0.3 N N
D90 51 s/d P N 0.5 P 8.6 P
D91 45 s/d N P 3.3 N N
D92 40 s/d N N 0.2 P 9.9 N
D93 23 s/d N P 7.1 N N
D94 50 2 N N 0.3 N N
D95 30 s/d N P 3.1 N N

N: negativo, P: Positivo, Cq: Ciclo de cuantificacién. *Muestras con Cq alto (diluidas 1:1000),
** Muestras unicamente positivas a DENV. Azul: coincidencias entre RT-LAMP-IgM CHIKV,

Rosa: coincidencias entre RT-gPCR-IgM CHIKV. Morado: coincidencia en los 3 ensayos.
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Con los datos de la tabla 7, se determiné la correlacion entre los dias de inicio de
sintomas, cuyo valor de R? fue de 0.26, indicando que no existe una correlacion
directa entre los dias de evolucion y la aparicion de IgM (Fig. 27a), en cuanto al valor
de Cq el valor de R? fue de 0.0085, lo que nos indica que no hubo correlacién entre

estas variables (Fig. 27b).

a) b) ¥ -

51

Inicio Fiebre

Inicio Fiebre

Figura 27.- Correlacion entre el dia los dias de evolucién y a) aparicién de IgM-CHIKV,
b) el Cq de la RT-qPCR para CHIKV. Las graficas nos muestran que no existe una
correlacion directa entre las variables, el valor obtenido de R? es muy bajo.
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8.- DISCUSION

La apariciébn de nuevos arbovirus en lugares endémicos que producen cuadros
clinicos similares es un reto para el diagndstico en las personas infectadas por los
virus Dengue o Chikungunya, por lo que la confirmacion por laboratorio es necesaria

para emitir un diagnéstico certero [69].

Las pruebas diagnésticas empleadas por los CDC para la deteccion de ZIKV, DENV
o CHIKV emplean métodos moleculares y serolégicos; un resultado positivo de una
prueba de acidos nucleicos (NAT) confirma la infeccion aguda por alguno de los
virus, sin embargo, dado que la viremia es variable, un resultado NAT negativo no

excluye que el paciente haya sufrido de una infeccion reciente [46].

El algoritmo de diagndstico por arbovirus empleado en México [45] incluye la
deteccion molecular si la toma de muestra es en los primeros 6 dias (fase aguda), y
el serolégico si la toma de muestra es en los dias 7-14 (fase convaleciente). Sin
embargo, para realizar este tipo de pruebas de laboratorio, se requiere transporte en
red fria de la muestra hacia los centros de referencia epidemiolégica en donde es
procesada. Este tipo de transporte tiene muchas complicaciones, ya que no es
costeable en los centros de salud enviar todas las muestras y las que son enviadas
muchas veces no llegan en las condiciones adecuadas para su procesamiento, por lo
que son descartadas. Aproximadamente el 5% de los casos con sospecha de
infeccion tienen la confirmacion por los centros de referencia epidemioldgica, por lo

que implementar una técnica que permita realizar de manera especifica y oportuna
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un diagnéstico en lugares donde se estén presentando los brotes epidémicos
facilitaria el manejo de los pacientes, especialmente en los que presenten

complicaciones.

El desarrollo de nuevas herramientas de amplificacion isotérmica disefadas para el
diagndstico en campo facilita la deteccién de arbovirus en areas endémicas donde
los recursos son limitados por lo que en este trabajo propusimos desarrollar 2
ensayos de RT-LAMP para la deteccion gendmica de DENV y CHIKV demostrando
que estos ensayos son especificos para los virus que circulan actualmente en México

y no hay hibridacion inespecifica entre ellos.

El ensayo de RT-LAMP ha demostrado en otros trabajos realizados tener una
sensibilidad superior a la RT-gPCR para detectar DENV y/o CHIKV, por lo que los
resultados que obtuvimos nos demuestran que la especificidad de nuestro método es
menor a lo ya reportado [66, 67, 70, 71], sin embargo la sensibilidad es buena para
ser la primer prueba piloto. El ensayo de RT-LAMP estandarizado en este trabajo
demostré que se pueden detectar incluso 0.084 ng/uL del RNA control de DENV (Fig.
19), comparable con el limite de deteccion reportado (<1 ng/uL) para otros patogenos
[72], sugiriendo que el ensayo de RT-LAMP detecta cantidades pequefias de RNA
como se ha demostrado en otros estudios donde es 10 veces mas sensible que una
RT-PCR convencional [53, 66, 67, 73]. El ensayo de RT-LAMP tiene varias ventajas,
por ejemplo la enzima Bst puede amplificar a partir de moldes de DNA o RNA por lo

tanto no se requiere de adicionar una retrotranscriptasa [74].
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Otro aspecto importante a considerar para nuestro estudio, fue la posible hibridacion
inespecifica entre los primers para DENV y ZIKV ya que, como se ha reportado
existe una homologia de aproximadamente el 55.6% en la identidad de secuencia de
aminoacidos entre estos virus [75, 76] lo cual genera un problema en el diagndstico
entre flavivirus que circulan en la misma zona, por lo tanto el hecho de que nuestra
reaccion no presente hibridacién inespecifica (Fig. 19) hace a al método de RT-
LAMP una opcion viable para diferenciar a estos virus, sin importar el serotipo de

DENV que este circulando.

La RT-gPCR es la técnica de primera eleccién por los laboratorios para la deteccion
de acidos nucleicos virales, por lo que en este trabajo se utiliz6 como prueba de
referencia para comparar los resultados obtenidos de los ensayos de RT-LAMP. La
prueba de RT-gPCR, incluye la deteccion simultanea de: CHIKV, DENV 1-4, ZIKV,
WNV y YFV. Usando las muestras obtenidas en el brote correspondiente a
septiembre y octubre del 2015 de pacientes con sospecha de infeccion por estos
arbovirus, se pudo determinar por RT-gPCR que de las 95 muestras, 2 son positivas
al DENV, mismas que coinciden con el resultado obtenido en el ensayo optimizado
para DENV de RT-LAMP, sin embargo este numero de muestras es muy bajo, por lo
que seria conveniente ver el desempeno del ensayo en un brote de DENV. En el
ensayo optimizado para CHIKV por RT-qPCR se obtuvieron 41 muestras positivas
mientras que por RT-LAMP fueron 45 muestras, y el analisis de la comparacion de
estos resultados, se determind un total de 32 verdaderos positivos, 41 verdaderos

negativos, 13 falsos positivos y 9 falsos negativos.
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Como se observa en la tabla 7 las 4 muestras que presentan un Cq de 3 a 6
(marcadas con un asterisco), indican una carga viral muy alta, lo que nos sugiere que
la cantidad de RNA viral podria inhibir la reacciéon de RT-LAMP, por lo que decidimos
diluir el RNA de la muestra D41 (Cq 4.5) (Fig. S4), demostrando que el resultado de
RT-LAMP solo fue positivo en la dilucion del RNA de 1:1000. Otra caracteristica
encontrada durante los ensayos, es que algunas muestras requirieron una dilucién
1:1000 (Fig. 21c) para ser detectadas por RT-LAMP, lo que nos sugiere que la
enzima Bst no trabaja de manera optima si la muestra tiene una alta concentracion
de RNA, generando una disminucion o inhibicion de la amplificacion asi como se ha

observado en una PCR convencional [77].

Los resultados indican que en el caso de CHIKV cuya viremia es muy elevada en los
primeros dias, seria conveniente diluir las muestras para evitar falsos negativos por
esa causa. Sin embargo, en esta poblacion algunas muestras que tienen de 1 a 3
dias de evolucion presentan una carga viral muy baja o incluso son negativos en
todas las pruebas realizadas, lo que nos lleva a pensar que la respuesta

inmunoldgica en cada individuo actua de manera diferente e impredecible.

El ensayo de RT-LAMP tuvo una sensibilidad del 78% y una especificidad del 75%,
menor a lo que han reportado en otros estudios donde la especificidad y sensibilidad
es mayor al 95% [67, 78]. Los resultados de la RT-PCR punto final demostraron una
sensibilidad del 53%, menor a la RT-qPCR y a RT-LAMP como se esperaba, sin
embargo, la especificidad fue del 89%. A pesar de que se emplearon los mismos

primers en la realizacién de la RT-gPCR y la RT-PCR de punto final, se encontraron

59



discordancias en los resultados (Tabla S1), no habiendo problema con los falsos
negativos, dos de los falsos positivos coincidieron con el ensayo de RT-LAMP, para
comprobar que los falsos positivos realmente son verdaderos positivos se requiere

hacer aislamiento viral o amplificacién de otra region y posterior secuenciacion.

Los resultados discordantes entre el ensayo de RT-qPCR y RT-LAMP pueden
implicar varias cosas: los falsos positivos pueden significar contaminacién de
muestras o de la mezcla durante la realizacién de la reaccion, ya que como se
demostré en la estandarizacién, es una técnica muy sensible que puede ser
susceptible a las amplificaciones inespecificas. Otra posibilidad es que las muestras
sean verdaderamente positivas y que sea muy baja la cantidad de virus que no sea
detectado por la RT-gPCR, ya que como se ha demostrado en diversas
publicaciones, RT-LAMP puede ser mas sensible que cualquier RT-qPCR [79] y tan

especifica que puede distinguir entre linajes como se reporté para Zika [78].

De las 9 muestras positivas por RT-qPCR y negativas por LAMP para CHIKV
consideradas como falsos negativos, el RNA podria no detectarse debido a que las
regiones de los primers para ambos ensayos son diferentes, existen estudios donde
emplean regiones mucho mas conservadas para CHIKV como nsP4 [80]. De acuerdo
a lo que se ha visto en otros trabajos, el rango estimado de evolucion para el linaje
Asiatico es de 4.3 x10* sustituciones/nucleédtido/afio, siendo E1 el que presenta mas
variantes relacionadas a la adaptacion como las mutaciones E1 T98A, o E1 A226V
que facilitan la adaptacién del virus en nuevos vectores [81]. Por lo que emplear a E1

podria ser una variable que afecte la deteccion, explicando asi algunas discordancias
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en los resultados obtenidos, sugiriendo que para CHIKV deberia emplearse una
region mas conservada, o un multi blanco para incrementar la especificidad como se

ha reportado en otras aplicaciones [82].

El algoritmo de diagndstico que se empleaba para DENV en las Américas se basaba
en ensayos para detectar NS1-Ag, IgM e IgG-DENV. Con la entrada de CHIKV se
empledé la RT-qPCR, y cuando llegé ZIKV el diagndstico se complicé por la
reactividad cruzada que presenta con DENV, requiriendo ensayos moleculares que
permitieran diferenciar a estos virus de manera simultanea, dejando a la serologia
como un complemento para demostrar que hubo infeccion en una muestra cuyo

resultado fue negativo a los ensayos moleculares.

El titulo de IgM aumenta conforme avanzan los dias [83] (Fig. 27a), sin embargo en
el caso de Chikungunya, no existe una estricta relacidon directa entre los dias de
evolucion y la aparicion de IgM, debido a que la respuesta a interferones es diferente
para cada individuo, haciendo impredecible el comportamiento de una infeccién por

Chikungunya.

En el caso de CHIKV se esperaria que exista una relacion entre el dia de inicio de
sintomas y el valor de Cq, pero los datos obtenidos indican que no existe una
correlacion entre estas variables (Fig. 27b), sugiriendo una vez mas que la carga viral
en cada individuo no depende de que el paciente se encuentre en un dia particular

de evolucidén de la enfermedad.

Las muestras negativas a ensayos moleculares y positivas por IgM, sugieren que la

respuesta humoral desarrollada es mas rapida en algunos casos, por lo tanto
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resuelvan la infeccidon mas rapido a pesar de que existan citosinas circulantes que
ocasionen los sintomas, existe una gran diversidad en la respuesta inmune de la

gente.

Otros estudios han reportado resultados de deteccion seroldgica y molecular que
demuestran una buena sensibilidad (>90%) [83, 84], nosotros encontramos que de
las 95 muestras analizadas 73 (76.84%) fueron positivas a CHIKV en al menos uno

de los métodos empleados.

Considerando los falsos positivos en el ensayo de RT-LAMP, sélo en 66 muestras
(69.47%) se confirma la infeccién por CHIKV mediante la combinacion de RT-gPCR y

la deteccion de anticuerpos IgM.

La deteccion de Anti-igM DENV, dio un total de 4/95 muestras positivas, este
resultado era de esperarse ya que, en Veracruz, el Dengue es endémico y la mayoria
de la poblacion ya ha estado expuesta a la infeccion por DENV; la deteccién de Anti-
IgM CHIKYV fueron 36/95 muestras positivas, de las cuales 13 muestras coincidieron
con el ensayo de RT-LAMP, y 12 por RT-qPCR, unicamente 7 coincidieron en los 3
ensayos, en estas muestras la carga viral es mas baja comparada con los que dieron

un resultado positivo por pruebas moleculares

Las dos muestras que dieron positivo a IgM para CHIKV como para DENV indican
una infeccion reciente para ambos virus, esto no implica necesariamente una
infeccion simultanea, sin embargo no se descarta la posibilidad, ya que la replicacion
simultanea de DENV y CHIKV sdlo se ha comprobado bajo condiciones

experimentales en mosquitos [85, 86].
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En total, empleando la RT-qPCR y la serologia se lograron diagnosticar 66 pacientes
que tuvieron infeccion por CHIKV (69.47%), demostrando que el emplear ambos
métodos aumenta la cantidad de muestras detectadas con infeccion por CHIKV. Sin
embargo, es importante la deteccion temprana en los sitios donde se presentan los
brotes, por lo que implementar este tipo de técnicas en México, permitiria el acceso a
un diagndstico diferencial rapido y sencillo que no requiere una gran infraestructura y
puede ser implementada en los hospitales que carezcan de grandes recursos, ya que
como se observd en este estudio, casi el 70 % de la poblacién tuvo infeccién por
Chikungunya y solo un 4% tuvo dengue, dejando al resto de la poblacion sin
diagndstico confirmatorio ya que todos presentaron los mismos sintomas, sin
embargo hay muchas variables que no competen al ensayo, como la calidad que
presenta la muestra, la viremia de cada individuo, los ciclos de congelacién-
descongelacion, transporte de la muestra al laboratorio, un agente causal diferente o
no identificado, ya que en Veracruz durante el 2015 se reportaron casos por Tifo
murino, fiebre manchada, fiebre de malta y leptospirosis [87], los cuales pueden

pasar desapercibidos cuando se dan los brotes causados por DENV y/o CHIKV.

Con esos datos, estadisticamente al obtener el area bajo la curva (AUC) el valor es
de 0.775, esto significa que existe el 77.5% de correlacion, indicado un valor alto
para obtener un resultado verdadero, como primera prueba, la técnica de RT-LAMP
estandarizada en este trabajo parece una prueba prometedora para la deteccién de

CHIKV en los puntos de atencién donde se requiera un diagndstico.
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En este estudio se demostré que en las muestras colectadas en 2015, en la UMF-61,
no se detectd ninguna muestra positiva para ZIKV, lo que es interesante, porque
corrobora los datos reportados por el SINAVE, donde la introduccion del ZIKV fue

hasta principios del 2016 en esta poblacion.

La ventaja de RT-LAMP, es que se puede adaptar faciimente en aquellos sitios
donde co-circulen estos virus, ya que con poca infraestructura es posible tener un
diagndstico temprano con un alto porcentaje de certeza, el cual permitiria dar una
mejor atencidn en situaciones de riesgo como: mujeres embarazadas 0 personas
inmunosuprimidas, donde la deteccion rapida supera la necesidad del diagndstico

definitivo brindado en los centros de referencia.

9.-CONCLUSIONES

v En este estudio se establecid un sistema especifico de RT-LAMP para
detectar el DENV, que no presenta reactividad con el ZIKV y que demostro
tener una sensibilidad y especificidad del 100% en las muestras colectadas

durante el brote del 2015 en Veracruz.

v Se establecié un sistema de RT-LAMP que detecta el genoma de CHIKV y
que demostro tener una sensibilidad del 78% y una especificidad del 75%,
cuando fue probado en un grupo de muestras de pacientes con infeccion por

CHIKV.
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v" El método de RT-LAMP, es una herramienta molecular util para la deteccion
de estos virus, que puede ser empleada como alternativa a la RT-qgPCR para
el diagndstico diferencial de DENV y CHIKV, en sitios donde se presenten los

brotes epidémicos futuros.

PERSPECTIVAS

= Optimizar la sensibilidad y especificidad del ensayo de RT-LAMP para CHIKV,
asi como evaluar el desempefio de RT-LAMP en los sitios de atencion

primaria durante los futuros brotes de estos virus en nuestro pais.
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ANEXOS

Tabla S1.- Resultado de los ensayos moleculares
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RT-PCR

RT-qPCR
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P: Positivo, N: negativo, En azul: Coincidencias entre RT-gPCR y RT-PCR
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GELES DEL ENSAYO DE RT-LAMP CHIKV
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Figura S1.- Amplificacion mediante RT-LAMP del genoma de CHIKV en muestras de pacientes.
El ensayo se realizé por duplicado y la visualizacion fue por electroforesis en gel de agarosa al 2%.
Las muestras positivas amplificaron formando diferentes patrones de bandeo M: Marcador, CN1:
Control negativo mix, CN2: Control negativo zona adicién de muestras, CN3: Control negativo zona
adicion de control positivo, CP: control positivo, D: muestras con sospecha de infeccion por dengue o
chikungunya.
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Figura S2.- Amplificacion mediante RT-LAMP del genoma de CHIKV en muestras de pacientes.
El ensayo se realiz6é por duplicado y la visualizacion fue por electroforesis en gel de agarosa al 2%.
Las muestras positivas amplificaron formando diferentes patrones de bandeo. M: Marcador, CN1:
Control negativo mix, CN2: Control negativo zona adicién de muestras, CN3: Control negativo zona
adicion de control positivo, CP: control positivo, D: muestras con sospecha de infecciéon por dengue o
chikungunya.
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Figura S3.- Amplificacion mediante RT-LAMP del genoma de CHIKV en muestras de Ipacientes.
El ensayo se realizé por duplicado y la visualizacion fue por electroforesis en gel de agarosa al 2%.
Las muestras positivas amplificaron formando diferentes patrones de bandeo. M: Marcador, CN1:
Control negativo mix, CN2: Control negativo zona adicién de muestras, CN3: Control negativo zona
adicion de control positivo, CP: control positivo, D: muestras con sospecha de infeccidon por dengue o
chikungunya.
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Figura S4: Dilucion de muestra con alta carga viral. La visualizacién de productos se hizo
mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%. Unicamente hubo amplificacién en la
dilucién 1:1000.
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Figura S5: Amplificacion mediante RT-LAMP del genoma de CHIKV en muestras de
pacientes. La visualizacion de productos se hizo mediante electroforesis en gel de agarosa
al 2%. Las muestras positivas amplificaron formando diferentes patrones de bandeo. A las
muestras D41, D14 y D68 se les realizo la dilucién 1:1000. M: Marcador, CN1: Control
negativo mix, CN2: Control negativo zona adicién de muestras, CN3: Control negativo zona
adicién de control positivo, CP: control positivo, D: muestras con sospecha de infeccion por
Dengue o Chikungunya.
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ABREVIATURAS

B3: Backward outer primer

BIP: Backward inner primer

Bst: Polimerasa de Bacillus Stearothermophilus

C: Gen d la Capside

cap: Caperuza en el extremo 5

CDC: Centro de Control y prevencién de Enfermedades
cHDA: Amplificacion circular dependiente de helicasa
CHIKV: Virus del Chikungunya

CIENI: Centro de Investigacién en Enfermedades Infecciosas
CN: Control negativo

CP: Control positivo

CS: Secuencia de ciclizacion

D: Dengue

DENV: Virus del Dengue

DGE: Direccion General de Epidemiologia

DNA: Acido desoxirribonucleico

dNTPs: Desoxinucledtidos Trifosfatados

E1: Gen de la Envoltura 1

ELISA: Ensayo de Inmunoadsorcion Ligado a Enzimas
F3: Forward outer primer

FIP: Forward inner primer

GAGs Glicosaminoglicanos

HDA: Amplificacién dependiente de helicasa

HNB: Azul de hidroxinaftol

IgG: Inmunoglobulina clase G

IgM: Inmunoglobulina clase M

IMDA: Amplificacion isotérmica de desplazamiento multiple

INDRE: Instituto Nacional de Diagnostico y Referencia Epidemiologica



kb: Kilo bases

kDa: Kilo Daltones

M: Marcador

MgSOa: Sulfato de Magnesio

MRNA: RNA mensajero

NASBA: Amplificacion basada en la secuencia de acido nucleico
NAT: Prueba de acidos nucleicos

nsP: Proteina no estructural

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

ORF: Marco abierto de lectura

PAHO: Organizacion Panamericana de la Salud
Pb: Pares de bases

PHB: Receptor de prohibitina

PtdSer: Fosfatidilserina

RT-gPCR: RT-PCR en tiempo real

RCA: Amplificaciéon de circulo rodante

RdRp: Polimerasa de RNA dependiente de RNA
RE: Reticulo endoplasmico

Rfs: Formas replicativas

Rls: Intermediarios replicativos

RNA: Acido Ribonucleico

RT-LAMP: Amplificacion isotérmica mediada por “asa” con retrotranscripcion
RT-PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa con retrotranscripcion

SDA: Amplificacion de desplazamiento de cadena

SINAVE: Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica
SMART: Amplificacion mediada por sefal de tecnologia de RNA,
SPIA: Amplificacion isoterma de cebador unico

ssRNA: RNA de cadena sencilla

TA: Temperatura ambiente

TMA: Amplificacion mediada por transcripcion
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UAR: Region rio arriba del codon AUG
UTR: Region no traducida

WNV: Virus del Oeste del Nilo

YFV: Virus de Fiebre Amarilla

ZIKV: Virus del Zika
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