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Inespecificidad persistente en amplificacion isotérmica
mediada por loop para diagnéstico de malaria

Persistent non-specificity in loop-mediated insothermal amplication for
malaria diagnosis
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Resumen

Objetivo. Describir el ensayo realizado para la estandarizacién de la técnica de diagnédstico
para malaria, denominada amplificacién isotérmica mediada por loop (LAMP). Métodos. Se
extrajeron 48 muestras divididas en 22 muestras para P falciparum, 20 de P. vivax y 6 negativas
para las mismas especies. Resultados. Se observaron falsos positivos, amplificaciones especificas
que evidencian la inespecificidad de la técnica. Se propone estudiar los amplicones obtenidos por
medio de restriccién de fragmentos y secuenciacién para elucidar el origen del problema.

Palabras Clave: malaria, ampliacién, isotérmica mediada por loop (LAMP), especificidad
LAMP, P, falciparum, P Vivax.

Abstract

Objetive. The present study describes the assay performed to standardize a malaria diagnostic
DNA test, called loop-mediated isothermal amplification (LAMP). Methods. Extractions from 48
Plasmodium-infected blood samples (22 P falciparum-positive samples, 20 P. vivax-positive samples
and 6 negative control samples). Results. The data show false positives, unspecific amplifications
that demonstrate the low specificity of the test. We propose to study the amplicons obtained by
restriction fragment and sequencing to investigate the underlying cause of the problem.

Keywords: malaria, doop-mediated, isothermal, amplification (LAMP), LAMP specifity,
P, falciparum, P Vivax.
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La malaria es una enfermedad causada por
parésitos del género Plasmodium spp. En humanos
es producida por cinco especies, P wvivax, P
Jfalciparum, P malariae, P ovaley P knowlessi (1,2).
Para el 2015, fueron reportados en Colombia a
través del SIVIGILA 51188 casos de malaria y en
lo que va del 2016 se han documentado 47274
(3,4). La Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) ha lanzado la Estrategia de lucha contra
la malaria para los anos 2016-2030, donde se hace
énfasis en el diagnéstico oportuno que debe recibir
todo tipo de poblacién, fortaleciendo el sistema
de vigilancia y propiciando la planificacién de
programas de intervencion (5).

Desde el ano 2000, cuando Notomi y colaboradores
documentaron la realizacién de una técnica de
amplificacién isotérmica de ADN y le nombraron
LAMP por sus siglas en inglés (Loop-mediated iso-
thermal amplification) (6) se han reportado diversas
mejoras y variaciones a ésta, como el uso de
iniciadores adicionales para aumento de la eficiencia
dela reaccién (7), innovaciones en su forma de lectura
y aplicacién en la deteccién de agentes microbianos
en diversos campos de la biotecnologia (8-12)
convirtiéndola en una técnica versdtil apta para ser
leida por mds de seis metodologfas adaptables al
entorno de ejecucién (13-22).

El objetivo del presente trabajo, realizado entre
Mayo de 2015 y Junio de 2016 en el grupo de
Parasitologfa del Instituto Nacional de Salud
(INS), fue estandarizar LAMP para el diagnéstico
molecular de malaria en pacientes infectados por
P vivax'y P, falciparum.

Un total de 48 muestras provenientes de los
municipios de El Bagre y Tumaco (Colombia),
almacenadas en papel filtro y recolectadas en
diferentes investigaciones realizadas en el INS
fueron sometidas a extraccién de ADN y analizadas
por PCR nested y LAMP. Se incluyeron 22 positivas
para monoinfeccién con P falciparumy 20 positivas
para monoinfeccion con P vivax. También fueron
incluidas 6 muestras negativas para Plasmodium
spp. Las muestras que participaron en el estudio,

contaban con caracterizacién previa de gota gruesa,
realizada en el grupo de Parasitologia del INS,
donde se identificé género y especie del pardsito
observado, ademds de la parasitemia estimada.

La cepas de P falciparum usadas como estdndar,
corresponden a FCB-1 y 3D7 aportadas por
el banco de cepas del grupo de Parasitologia,
perteneciente al INS. La cepa de referencia de P
vivax fue obtenida de la Fundacién Instituto de
Inmunologia de Colombia.

La extraccién de ADN fue realizada tomando
un semicirculo de 1cm de radio impregnado con
sangre capilar del paciente seleccionado. Para
esto, fue utilizado el QIAamp ADN Micro Kit.
Siguiendo las instrucciones del fabricante, se
obtuvieron eluidos de ADN purificado listos para
ser sometidos a pruebas moleculares de diagndéstico.
Las alicuotas de una misma extraccién fueron
utilizadas para realizar ambas técnicas moleculares.

La PCR nested fue ejecutada como se describié
previamente (23), con ligeras modificaciones.
En la primera PCR, con los iniciadores rPLUS5 y
rPLUG, la muestra adicionada consistié de 2pL de
ADN purificado. Al igual se procedié con la PCR
especie-especifica, donde se afadieron 2uL del
producto de la primera PCR, sin diluir, en lugar de
uno. El producto fue visualizado en agarosa al 2%.

FEl set de iniciadores utilizados en LAMP fue descrito
previamente (24). La amplificacién se realizé en un
termociclador a una temperatura inicial de 65°C,
durante 50 minutos; posteriormente la enzima pasé
a ser inactivada a 80 °C durante dos minutos. El
volumen final de la reaccién fue 20uL, conteniendo:
1.6 uM de cada uno de los iniciadores FIP y BIP,
0.2 uM de F3 y B3 (c/u) y 0.8 pM de Loop B y
Loop F; buffer de amplificacién isotérmica 1X (New
England Biolabs), 0.8 M de betaina (Sigma-Aldrich),
2.8 mM de solucién dNTPs (Sigma-Aldrich), 10
mM MgSO, (New England Biolabs), 8 unidades de
Bst polimerasa 2.0 (New England Biolabs) y 1 pL
de reactivo de deteccién fluorescente FDR (Eiken

Chemical Co, Ltda).



Por cada 20 muestras procesadas, fueron incluidos
cuatro controles de extraccién, dos positivos y dos
negativos (uno para cada especie, respectivamente).
También fueron procesados cuatro controles de
reaccién, dos positivos (correspondientes a ADN
cepario de cada especie) y dos negativos (agua
grado molecular).

Las reacciones LAMP fueron inspeccionadas bajo
luz UV en busca de fluorescencia. Para resolucién
de discrepancias, cualquier muestra indeterminada
se comparé con los controles tanto positivos como
negativos. Si la fluorescencia de los controles no
era concordante con la naturaleza del resultado
esperado, todas las muestras pertenecientes al lote
se sometian a electroforesis en agarosa al 2% y
posterior tincién con GelRed (Biotium, Inc).

Por ser un proceso de estandarizacién, el ejecutor
de las pruebas moleculares conocia previamente la
caracterizacién de las muestras que fue hecha por
gota gruesa, por lo que la obtencién de resultados
estaba guiada por los datos previos.
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Laamplificacién isotérmica no ejecutada previa-mente
en el INS, fue realizada acorde a las recomendaciones
cientificas actuales y siguiendo los protocolos que
conservan las buenas practicas dirigidas a técnicas
moleculares (25-27). No obstante, con el montaje
de la técnica empezd a observarse desde el inicio
la presencia de inespecificidades y falsos positivos.
Para reducir el fenémeno, a lo largo de 40 diferentes
ensayos se varié la [MgSO4] utilizada, en rangos de 6
hasta 12mM; la [enzima Bs#] fue testeada en un rango
de 0.02 hasta 0.32 Ulreaccién (Grificos ntimero
1y 2)yla [dNTDs] fue modificada desde 0.4 mM
hasta 2.8 mM. Los tiempos de reaccién también
fueron reducidos y se elevaron las temperaturas de
amplificacién a fin de reducir el apareamiento de la
enzima con sectores de ADN inespecificos. Todas las
alternativas que se intentaron son las sugeridas en la
literatura cuando se presenta este tipo de fenémenos,
pero ninguna tuvo efecto (12,25). Dentro de este
proceso también fue cambiado el ser de iniciadores
utilizado, pues el primero que fue testeado habia
sido reportado en (28-29), pero al obtener repetidos
ensayos fallidos, se cambi6 en su totalidad por el ya
mencionado.
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Figura 1. Electroforesis que muestra la alta inespecificidad arrojada por la reaccién. Se realizé un montaje
para P. falciparum disminuyendo progresivamente la concentracién de la enzima con el objetivo de verificar si
la presencia de amplificacién inespecifica se reducia de manera proporcional. Como puede observarse, a pesar
de ser montajes homologos, los resultados no son coherentes ni replicables ni siquiera a nivel intraaensayo.
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Por el hecho de conocer la caracterizacién previa
de las muestras, el ejecutor podia distinguir mejor
entre los resultados negativos y positivos arrojados
por LAMP, perossi este no fuerael caso, los resultados

obtenidos eran imposibles de interpretar, llenos de
pruebas indefinidas y con controles no aptos para
validar el montaje.

Primers especificos Plasmodium vivax

CNE CNR MPM  Control P.vivax 3D7 CNE CNR MPM

Mo W -

-
[Enzima] 1Uireaccion

Master sin amplificar

CNE CNR MPM  Control P.vivax 3D7

. b ) 4

o - -~

[Enzima] 6Ulreaccion »

[Enzima] 2Ulreaccion » &

Control P..vivax

o

Control P. vivax 3D7 CNE. CNR
J—

|

—_——

[Enzima] 4Ulreaccion

[Enzima] 8Uireaccion

Figura 2. Electroforesis de muestras amplificadas con iniciadores P vivax. Se observa que sin importar la
[enzima], la amplificacién inespecifica es un fenémeno recurrente. Ademds de esto, la especificidad arrojada
es nula, pues muestras de 2 falciparum amplifican con iniciadores no disefiados para su especie.

Los falsos negativos presentados también
afectaban la lectura de la reaccién, llegando
asi a la encrucijada entre favorecer la eficiencia
de la reaccién aumentando el tiempo de
amplificacién, exponiéndose a falsos positivos,
o disminuir el tiempo de amplificacién para
reducir la inespecificidad, siendo propenso a que
las muestras con baja cantidad inicial de ADN

pasen por negativas.

La estandarizacién de la técnica no pudo
completarse, pues a pesar de los maltiples intentos,
cambios en la concentracién de reactivos y
alternativas puestas a prueba, la inespecificidad fue
el comin denominador de los ensayos, haciendo
del LAMP una metodologia no aplicable hasta
el momento para el diagnéstico molecular de
malaria en el INS. Se propone tratar el amplificado

obtenido con enzimas de restriccién y estudios
de secuenciacidn, para resolver qué es lo que se
estd amplificando realmente y eliminar dichas
interferencias permitiendo completar asi el estudio.
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