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RESUMEN

Recientemente se introdujo en el diagnéstico de malaria una técnica llamada amplificacion isotérmica de acidos
nucleicos, que usa el material genético plasmodial. Este escrito revisa la informacion disponible sobre amplificacion
isotérmica de acidos nucleicos, especialmente en el campo del paludismo. Metodologia: se revisaron las bases
electronicas Lilacs, Scielo, PubMed (Medline) y Ovid. Resultados: solo se encontraron tres referencias sobre
amplificacion isotérmica de acidos nucleicos y malaria pero hubo abundante informacion sobre amplificacion
isotérmica de acidos nucleicos en otras infecciones y campos de la medicina, en especial la infectologia. La reaccion
de amplificacion isotérmica de acidos nucleicos requiere de una ADN polimerasa con actividad de desplazamiento
de cadena y cuatro cebadores especialmente disefiados para reconocer seis secuencias distintas. Esto garantiza alta
especificidad para la amplificacion. Varias alternativas de amplificacion isotérmica de acidos nucleicos se han
desarrollado para la identificacion de virus, bacterias, micoplasmas, protozoos, hongos y levaduras. Ventajas de
amplificacion isotérmica de acidos nucleicos son capacidad de amplificar acidos nucleicos bajo condiciones
isotérmicas (60-65 °C); posibilidad de lectura y semicuantificacion a simple vista y de cuantificacion con un
turbidimetro; altas sensibilidad y especificidad y, en general, capacidad diagnostica; rapidez, bajo costo y facilidad
de aplicacion; tolera los componentes de los medios de cultivo y las sustancias bioldgicas. Entre las desventajas
estan que la baja concentracion de ADN molde disminuye la eficacia del reconocimiento de los cebadores; la
observacion de la turbidez fue menos sensible que la visualizacion de los productos en gel de agarosa tefiidos con
bromuro de etidio y es critica la prevencién de la contaminacién. (MED.UIS. 2008;21(3):158-75).
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La malaria es una enfermedad que afecta
anualmente entre 300 y 500 millones de
personas en el mundo, particularmente en
paises tropicales y subtropicales; en Colombia,
constituye un importante problema de salud
publica. Esta enfermedad es producida en los
humanos generalmente por cuatro especies de
Plasmodium, de las cuales las de mayor
prevalencia en Colombia son P falciparumy P
vivax, 30% y 65% respectivamente; el
porcentaje restante lo determinan las
infecciones por P malariae y las mixtas
(generalmente P vivax y P falciparum)'. En el
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territorio colombiano, la malaria se
concentra principalmente en cuatro regiones
que son: Urabé-Bajo Cauca- Cordoba, Pacifico,
Orinoquia y Amazonia donde P vivax es la
especie predominante, excepto en el Pacifico,
donde predomina ampliamente P
falciparum™®.

Los sintomas y signos de la malaria pueden
ser facilmente confundidos con los
presentados por otras enfermedades febriles,
lo cual contribuye a las altas tasas de
mortalidad y morbilidad en los paises
tropicales?. Es por esto que la sospecha
clinica de malaria debe confirmarse mediante
el uso de pruebas de laboratorio.

En malaria, la realizacién de un diagndstico
oportuno y preciso es de vital importancia,
pues ayuda a reducir los indices de
morbimortalidad y la  administracién
inadecuada delos medicamentos (tratamiento
sin tener en cuenta la especie), al permitir
diferenciarla de otras enfermedades febriles
no maldricas?. Ademads, la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) destaca la
importancia de pruebas de diagndstico
confiables para dirigir una terapia pronta y
eficaz®.

El diagnéstico de la malaria ha atravesado
varias etapas: la primera, basada en la
bisqueda del parasito en muestras de sangre
coloreadas y observadas con microscopia de
luz; la segunda, con tres lustros de desarrollo,
centrada en la busqueda de antigenos
especificos del parédsito en la sangre del
paciente, busqueda basada en reacciones
inmuno-quimicas; la tercera ha hecho uso
del analisis de acidos nucleicos (ADN) del
parasito y llamada genéricamente como
“Reaccion en Cadena de la Polimerasa” (PCR,
del inglés Polimerase Chain Reaction), de la
cual existen varias alternativas (PCR basica,
PCR en tiempo real, etc.); la cuarta, objeto de
esta revision, la amplificacién isotérmica de
acidos nucleicos (LAMP, del inglés, Loop-
mediated isothermal amplification), que
como la PCR wusa el material genético
plasmodial para hacer el diagndstico. Este
escrito revisa la informacién disponible y
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mas relevante sobre LAMP, especialmente en
el campo del paludismo.

MeTopoLocGia

Se revisaron las bases electronicas de
literatura biomédica Lilacs, Scielo, PubMed
(Medline) y Ovid. Se usaron estas palabras para
la busqueda: LAMP, isothermal, LAMBP,
isothermal con limite en humans; LAMP,
Isothermal, malaria. En Lilacs se buscé con
LAMP, amplificacion isotérmica. La bisqueda
se limito6 a los articulos completos en espanol,
portugués, francés e inglés, de cualquier fecha
y fue ejecutada directamente por los autores.
La fecha limite de la basqueda fue 15 de mayo
de 2008.

ResuLtaADOS

En Lilacs no hubo referencias. En Scielo
hubo una referencia (con: amplificacién
isotérmica). En Pubmed con LAMP, isothermal
hubo 151 referencias, con LAMP, isothermal
con limites: humans, se hallaron 73 referencias
(publicadas entre 2001 y 2008); con LAMP,
isothermal, malaria se encontraron tres
referencias. En Ovid con isothermal
amplification se hallaron 576 resultados. Solo
se encontraron tres referencias sobre LAMP y
malaria pero hubo abundante informacién
sobre LAMP en otras infecciones y campos de
la medicina, en especial la infectologia.

METODOS DIAGNOSTICOS

159

GOTA GRUESA-EXTENDIDO Y “PRUEBAS DE
DIAGNOSTICO RAPIDO” (DETECCION DE ANTIGENOS
PLASMODIALES)

El diagndstico de malaria se ha basado en las
pruebas llamadas gota gruesa y extendido
sanguineo, que se hacen con una gota de sangre
puesta en una placa de vidrio, coloreada con
una de varios tipos de coloraciones y observada
con microscopio de luz convencional para
buscar Plasmodium, identificar la especie y
cuantificar la parasitemia. Aunque la gota
gruesa y el extendido (en adelante referidos en
conjunto como gota gruesa) son muy
especificos, los resultados dependen de la
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calidad en la preparacién de la muestra, de la
habilidad del observador en la lectura y del
nivel de parasitemia, entre otros factores*®”.
Dentro de las debilidades de la gota gruesa se
encuentran la dificultad para la identificaciéon
de especies al romperse los eritrocitos® y una
sensibilidad limitada cuando la parasitemia es
baja®®89, entendiendo por ello menos de 1000
pardsitos por microlitro (<1000 parésitos
asexuados/uL). Ademas, requiere de
microscopio e infraestructura adecuada para
mantener insumos y ese equipo, lo cual limita
su uso en las regiones carentes de tales
recursos*.

En los dltimos quince afos, se han
desarrollado otros métodos diagnésticos como
las pruebas de diagnéstico rapido, basadas en
la detecciéon de antigenos especificos del
parasito, como las enzimas Lactato
Deshidrogenasa (PLDH) y aldolasa de
Plasmodium, las cuales, aunque no necesitan
de un experto, pues son faciles de ejecutar e
interpretar, tienen como desventajas el alto
costo, la capacidad de diagnosticar infecciones
mixtas (por dos o més plasmodios) muy
reducida y no permiten cuantificacién
parasitaria’® y, ademds, en su mayoria estin
disefiadas s6lo para la identificaciéon de P
falciparum, presentan un gran numero de
resultados falso-positivos y su sensibilidad
depende de la densidad parasitaria*®. Como la
vida media de los antigenos parasitarios es
relativamente prolongada, estas pruebas no
sirven para evaluar la respuesta al tratamiento,
porque siguen dando resultado positivo
durante, al menos, 7-10 dias después de
administrado el tratamiento. En el 2001, Rubio
y colaboradores reportaron que tres pruebas
rapidas de diagnéstico mostraron una alta
proporciéon de falsos-positivos y falsos-
negativos, ademas de una baja sensibilidad en
niveles bajos de parasitemia.

PRUEBAS CON AMPLIFICACION DE ACIDOS
NUCLEICOS
Los métodos moleculares como la PCR

presentan mayor sensibilidad y especificidad
que la gota gruesa y permiten la diferenciacion de
las cuatro especies que parasitan al hombre "',
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En las técnicas basadas en PCR, dos cebadores
se unen a la secuencia blanco de Plasmodium
y polimerasas tipo Taq son usadas en ciclos
sucesivos de desnaturalizacion y extensién de
ADN para generar millones de copias de la
secuencia blanco'?>. Numerosos ensayos de
PCR se han desarrollado para los laboratorios
de diagnodstico de malaria incluyendo las
técnicas PCR convencional y en tiempo real''.
Adicionalmente, estudios realizados en
Venezuela, Estados Unidos de América y
Singapur reportaron que la PCR tuvo mayor
capacidad que la gota gruesa para detectar
infecciones mixtas®'**®. Sin embargo, la
complejidad de la técnica, el tiempo que
requiere para su realizacién, el alto costo, la
necesidad de personal experto y laboratorios
con equipos especializados hacen que esta
técnica no se pueda utilizar en la préctica
clinica rutinaria ni en el trabajo en
campo®!1214 todo ello con menor posibilidad
en los paises endémicos de paludismo en
donde mas se requiere hacer el diagnéstico de
esta enfermedad. Estos métodos se han
utilizado para el diagndstico inicial,
seguimiento de la respuesta al tratamiento,
estudios sobre la variacién y mutaciéon de
genes del parasito implicados en la resistencia
a medicamentos y como estdandares sensibles
contra los cuales se han evaluado otros
métodos para el diagnéstico de malaria®. La
principal ventaja de usar la PCR es su habilidad
para detectar infecciones en pacientes con
bajas parasitemias; infecciones con 0,5
parésitos por microlitro pueden ser detectadas
con 100% de especificidad®®.

AMPLIFICACION ISOTERMICA DE ACIDOS NUCLEICOS
(LAMP)

La disponibilidad de las técnicas rapidas y la
PCR representan un avance importante en el
diagnostico de la infeccion plasmodial. No
obstante, existe la necesidad de superar las
limitaciones que dichas pruebas presentan y
de desarrollar e implementar nuevas técnicas
que retnan las especificaciones para un
diagnostico ideal: altas sensibilidad vy
especificidad, capacidad para discriminar
especies, limite de deteccion de 1 parasito/uL
de sangre, aplicacién en campo y eficiencia
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(facilidad de uso e interpretacién, requisitos
minimos de experiencia, rapidez y bajo costo).

Se requiere mejorar los métodos de
diagnostico y su capacidad para diferenciar las
especies y cuantificar la parasitemia porque
esto se relaciona con la gravedad de la
enfermedad y el tratamiento especifico de
especie y es, por tanto, esencial para poder
adoptar tratamientos correctos y oportunos.
Un diagnostico incorrecto puede retrasar el
tratamiento, lo cual conduce al desarrollo de
formas severas de la enfermedad y al aumento
de la mortalidad.

En el 2000, Notomi y colaboradores,
publicaron un estudio sobre una nueva prueba
molecular llamada LAMP, que consiste en la
amplificacion de dacidos nucleicos en
condiciones isotérmicas®. El autor revis6 hace
poco la informacién sobre la prueba'. El
protocolo de laboratorio para aplicar LAMP
acaba de ser examinado® y los autores insisten
enque,comolasefnial quimicadereconocimiento
es altamente sensible, el sistema permite la
discriminacién visual de resultados sin equipos
especializados costosos. La empresa Eiken
Chemical Company, Ltd. es lider actual en la
tecnologia de LAMP.

Mecanismo y pasos de la reaccioén de LAMP

El método LAMP esta basado en el principio
de sintesis de ADN por desplazamiento de
cadena, el cual es llevado a cabo por una
polimerasaconaltaactividad dedesplazamiento
de cadena y un sistema de dos cebadores
internos y dos cebadores externos para
reconocer un total de seis secuencias distintas
en el ADN blanco'. Desde su publicacién en el
afo 2000, varios métodos LAMP se han
desarrollado para la identificacién de virus,
bacterias, protozoos y hongos.

En los pasos iniciales de la reaccién de LAMP,
se utilizan los cuatro cebadores, pero cuando
se completa un ciclo de la reaccién solo los
cebadores internos son usados para la sintesis
de ADN (Figura 1). Los cebadores internos se
denominan Forward Inner Primer (FIP) y
Backward Inner Primer (BIP), respectivamente,

b1
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y cada uno contiene dos secuencias distintas
que corresponden a las secuencias sentido y
antisentido del ADN blanco, uno para cebar en
la primera etapa y el otro para auto-cebarse en
etapas posteriores. Las secuencias (23-24
nucledtidos tipicamente) dentro de ambos
extremos de la regiéon blanco para la
amplificacién en un ADN son denominadas
F2c y B2, respectivamente. Dos secuencias
internas (23-24 nucleétidos tipicamente) a 40
nucledtidos de los extremos de F2c y B2 son
designadas Fic y B1 y dos secuencias (17-21
nucledtidos) externas a los extremos de F2¢ y
B2 son denominadas F3c y B3. Las secuencias
de FIP y BIP son disenadas asi: FIP contiene
F1c, un espaciador de TTTT y la secuencia F2
complementaria a F2c. BIP contiene la
secuencia Blc complementaria a B1, un
espaciador de TTTT y a B2. Los dos cebadores
externos consisten en B3 y la secuencia F3
complementaria a F3c.

Una muestra de ADN que contiene la
secuencia blanco y los cuatro cebadores se
desnaturaliza con calor y rdpidamente se enfria
en hielo. Lareaccion de LAMP se inicia después
por la adicién de un fragmento considerable de
ADN polimerasa Bst (Bacillus
stearothermophylus)y es llevada a 65°C durante
una hora®®.

El cebador interno FIP se une a F2c en el
ADN blanco e inicia la sintesis de la hebra
complementaria. El cebador externo F3, que
es unas pocas bases mdas cortas y estd en
menor concentracion que FIP, lentamente se
une a F3c en el ADN blanco e inicia la
sintesis de ADN por desplazamiento de la
hebra. Al liberar una cadena complementaria
unida a FIP, puede formar una estructura
enrollada (en bucle, crespo o asa; del inglés,
loop) en un extremo. Esta hebra sencilla de
ADN sirve como molde para la sintesis de
ADN iniciada por BIP y la subsiguiente
sintesis de ADN por desplazamiento de la
hebra a partir del cebador B3 originando la
produccion de un ADN en forma de doble
asa (dumb-bell), que es rapidamente
convertida a una forma de bucle en tallo
(stem loop) por la sintesis de ADN del
autocebador. A continuacién, esta forma
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Figura1. Fundamento de LAMP. (a) Diseino de cebadores, seis regiones diferentes constituyen el ADN blanco, F3, F2, F1, Bic, B2cy
B3 del extremo 5°, donde ¢ representa una secuencia complementaria. La secuencia F1c es complementaria a . Dos cebadores
internos (FIP y BIP) y dos externos (F3 y B3) son utilizados. FIP (o BIP) es un cebador hibrido que comprende las secuencias de Fic
(B1c) y F2 (B2). (b) Paso de inicio de la estructura. La region F2 se une a su complementaria F2c en el ADN blanco y se inicia la
elongacion. La amplificacion contintia con BIP en forma similar. F3 se une a F3c y ocurre la sintesis por desplazamiento de la hebra.
La cadena alongada a partir de FIP es reemplazada y liberada para formar una estructura en forma de asa en el extremo 3.

La sintesis contintia con la hebra sencilla como molde con los cebadores BIP y B3, en la misma forma ya descrita para generar (5) la
estructura con doble asa. (c) La amplificacion en ciclos ocurre a partir de esta estructura como molde y la sintesis de ADN da lugar
con F1 a partir de 3", mientras que la elongacion inicia con la union de FIB a la hebra sencilla a nivel de F2c. Después de varios pasos
la estructura (7) es generada y ella es complementaria a la estructura 5, mientras que la 5 es producida a partir de la 8. Las
estructuras 9 y 10 son producidas a partir de las 6 y 8, respectivamente, y estructuras mas alongadas (11 y 12) son también
fabricadas.

Adaptado de: Tomita N, Mori Y, Kanda H, Notomi T. Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) of gene sequences and simple
visual detection of products. Nat Protoc. 2008;3(5):877-8217.

sirve de inicio para los ciclos de LAMP, la secuencia BIP. Posteriormente, la sintesis de
segunda etapa de la reaccion de LAMP®. ADN por desplazamiento de la hebra produce
una estructura complementaria a la herradura

Para iniciar los ciclos de LAMP, FIP se une de ADN original y un ADN en herradura

a la estructura en herradura de ADN y se reparado con una base elongada dos veces
inicia la sintesis por desplazamiento de la (hasta el doble de copias de la secuencia
hebra, lo que genera wuna separacién blanco) y un bucle en el extremo opuesto.
intermedia en la estructura en herradura de Ambos productos sirven luego como molde
ADN con una copia invertida adicional de la  para un cebador BIP en los ciclos siguientes
secuencia blanco en la base y un asa o bucle de la reaccién por desplazamiento de la hebra,
formada en el extremo opuesto a través de la de los cuales, una parte es denominada

b2
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elongaciéon y reciclaje. Asi, la secuencia
original de LAMP es amplificada tres veces
cada medio ciclo. Los productos finales son
una mezcla de ADN en herradura con
diferentes longitudes en su tallo y con
estructuras similares a una coliflor con
multiples bucles formados por la unién entre
repeticiones invertidas alternativas de la
secuencia blanco en la misma cadena’®.

El uso de cuatro cebadores (reconocimiento
de seis secuencias diferentes) en las etapas
iniciales de LAMP y dos cebadores
(reconocimiento de las cuatro secuencias)
durante los siguientes pasos garantiza alta
especificidad para la amplificacién. Por lo
tanto, se espera que la selectividad del blanco

[ Muestras

Fig!a 2. Procedimientos estandares de LAMP.
aptado de: http://loopamp.eiken.co.jp/e/tech/index.html
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1. Preparacion de mezda madre.

2. Adicién de material genético

3. Amplificacion LAMP
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sea superior a las obtenidas por PCR y SDA
(del inglés, Strand displacement
amplification)*®.

1. Procedimientos estdndares de LAMP

Los procedimientos estandares de LAMP
son béasicamente tres: 1) Extraccién del ADN
o del ARN, segin el agente infeccioso
presente en la muestra (sangre, secrecion,
cultivo, etc.); 2) Amplificacién del acido
nucleico; 3) Deteccién del acido nucleico
presente por inspeccion visual directa (con
fluorescencia) o con turbidimetro en tiempo
real (Figura 2). LAMP genera estructuras de
alto peso molecular que contienen hasta 109
copias del blanco®.

4. Deteccion
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3a. Por turbidez

Figura 3. Métodos de deteccion a simple vista.

3b. Por fluorescencia
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3c.Por integracion al producto

Adaptado de: http://loopamp.eiken.co.jp/e/tech/detect_index.html

2. Métodos de deteccion
2.1. Deteccién visual por turbidez

La turbidez de pirofosfato de magnesio, un
subproducto de la reacciéon de amplificacién,
es producida en proporciéon directa con la
cantidad de los productos amplificados. Debido
a que la amplificacion LAMP puede producir
una cantidad extremadamente grande de
productos amplificados, la turbidez blanca
puede ser apreciada a simple vista. Segtn esto,
la presencia de turbidez puede indicar la
presencia del gen de interés y la deteccién
visual puede lograrse (Figura 3).

2.2. Deteccion visual por fluorescencia
La calceina en el reactivo de deteccién
fluorescente de LAMP fue combinada

inicialmente con iones de magnesio para
conseguir el efecto de amortiguaciéon. La

07

amplificacién genera el subproducto, iones
pirofosfato, los cuales se unirdn y quitardn
iones manganeso de la calceina para irradiar
fluorescencia. La fluorescencia es intensificada
mucho mas a medida que la calceina se
combina con los iones magnesio. En
consecuencia, la presencia de fluorescencia
puede indicar la presencia del gen blanco y la
deteccion visual puede lograrse. (Figura 3).

2.3. Deteccion visual por sustancias que se
integran al producto.

Sieltuboconlosproductosde amplificacion
y en presencia del colorante fluorescente que
se integra al ADN (bromuro de etidio, etc.),
es iluminado con lampara UV, se vera un
aumentodelafluorescencia. En consecuencia,
la presencia de fluorescencia puede indicar
la presencia del gen blanco y la deteccién
visual puede lograrse (Figura 3).

0.6
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Figura 4. Deteccion en tiempo real de la turbidez.

Adaptado de: http://loopamp.eiken.co.jp/e/tech/detect_real.html
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M

Figura 5. Deteccion por electroforesis de LAMP en gel de
agarosa. Ejemplo de amplificacion de ADN

Linea M: marcador de peso molecular de 100 pares de bases.
Linea 1, control negativo. Linea 2 con el DNA de interés
Adaptado de:
electro.html; Tomita et al. 2008. 17

http://loopamp.eiken.co.jp/e/tech/detect_

2.4. Deteccién en tiempo real por turbidez

La turbidez del pirofosfato de magnesio, un
subproducto de la reaccion, puede ser detectada
on un turbidimetro de tiempo real (Figura 4).

2.5. Deteccién por electroforesis

En un gel de agarosa se pueden separar los
productos de amplificaciéon de la misma forma
que en una PCR convencional (Figura 5).
3. Procedimientos de fipificacion  de
polimorfismos de nucledtido Unico

Simplemente incubando ADN gendmico y
los reactivos, incluyendo el reactivo de
deteccion de fluorescencia, a una temperatura
constante (60°C) por un periodo fijo, la
tipificacion de los polimorfismos de nucleétido
tnico (PNU o SNP, del inglés SNPs typing—
procedures) puede lograrse al determinar si la
amplificaciéon ha ocurrido o no. El método
LAMP permite que el proceso completo de
reaccion, incluyendo la denaturalizacion,
ocurra a temperatura constante al incubar los
reactivos en un bafo maria. La presencia del
producto amplificado puede ser detectada en
un breve tiempo con el fin de proporcionar
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un método simple y rapido de amplificacién
de genes.

El método LAMP tiene, ademds, estas
caracteristicas: 1) No requiere reactivos
especiales; 2) No requiere dispositivo
complejo de control de temperatura; 3) El
patrén o molde puede ser detectado en forma
sencilla mediante la presencia del producto
amplificado. Dado que s6lo necesita de
equipos sencillos, puede tenerse una prueba
genética rentable. Tanto la deteccién simple
como en tiempo real son posibles. Con el
uso de un cebador de asa (del inglés, Loop
primer) se puede acortar el tiempo de
amplificaciéon en un tercio o la mitad
(Figura 6).

4. Método de cuantificacion

Esta se realiza mediante un turbidimetro
con capacidad de realizar la cuantificaciéon
de las copias en tiempo real (Figura 7).

* ADN gendmico

* Cebador o iniciador (WT* o MUT*¥*)

* ADN polimerasa con actividad de
desplazamiento de cadena

* dNTPs

e Tampon de reaccién

» Reactivo de deteccion fluorescente

4

- sistema cerrado

* Deteccion

- reaccion a 60 °C

Figura 6. Procedimientos de tipificacion de polimorfismos de
nucleétido unico.

*Tipo silvestre (no mutado)

**Tipo mutado

Adaptado de: http://www.eiken.co.jp/en/index.html; http://

loopamp.eiken.co.jp/e/tech/index.html
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Figura 7. Método de cuantificacion con turbidimetria en tiempo real.
(A) 1:2x109 copias. 2:2x108 copias. 3:2%107 copias. 4:2x106 copias.

5:2x105 copias. 6:2x104 copias. 7:2x103 copias. 8: sin molde ADN
(B) La relacion entre los umbrales de tiempo (Tt) de cada muestra y el logaritmo de la cantidad de molde inicial de ADN
(promedio*desviacion estandar: n= 3).
El panel A muestra los resultados de medicion de la turbidez en tiempo real en las reacciones LAMP que simultaneamente
empezaron a partir de diferente cantidad de molde inicial de ADN (preparado por diluciones seriadas) y el tiempo de
amplificacion requerido excedio la turbidez de 0,1 (Tt). El resultado indica que el valor Tt esta relacionado con la cantidad
inicial de molde, en el rango de 2x103 a 2x109 copias. Un grafico de Tt versus el logaritmo de molde inicial de ADN muestra
una relacion lineal (panel B). Este resultado revela que la curva de calibracion de la cantidad de patron inicial, obtenida con
turbidimetro en tiempo real, puede ser aplicada en el analisis cuantitativo con LAMP de los genes blanco. Adaptado de Mori
Y, Kitao M, Tomita N, Notomi T. Real-time turbidimetry of LAMP reaction for quantifying template DNA. J Biochemical
Biophysical Methods. 2004;59:145-57.
Adaptado de: http://loopamp.eiken.co.jp/e/tech/quantify.html

USOS DE LAMP EN INFECTOLOGIA Y OTROS CAMPOS

paperas?, sarampién®, herpes simplex?®,

varicela-zoster?”, citomegalovirus®, Epstein-
LAMP tiene aplicaciones para la deteccion de Barr?®, parvovirus®, adenovirus®, dengue®,

virus ADN o ARN; esta dltima depende de una Chikungunya®, influenza humana A% y B*,

transcriptasa reversa'®. En diferentes estudiosenlos  hepatitis A%.

que se evalué con LAMP en tiempo real el ARN de

virus de influenza y Ebola, se observé queel sistema 2. Bacterias y micoplasmas

poseifa una fiable especificidad y alta sensibilidad,

rapidez y facilidad de aplicacion®#'. La mayoria de En cuanto al uso de LAMP para la deteccién

los estudios concuerdan en que la técnica LAMP es  de bacterias, pueden senalarse, como ejemplos,

adecuada para la deteccion y el rapido diagndstico  estas:  Helicobacter —pylor®’, Shigella 'y

de infecciones virales en el contexto clinico®?* y,  Escherichia coli enteroinvasiva®®, Escherichia

como solo requiere un sencillo y eficaz equipo, se  coli productora de toxina Shiga en carne®,

puede usar en campo y en regiones altamente Mycobacterium tuberculosis®*', M. avium y

endémicas para dichas enfermedades M. intracellulare 40, Pseudomonas

infecciosas*#. aeruginosa®,  Haemophilus influenzae®,

Bordetella pertussis**, Staphylococcus aureus

Se ha usado LAMP para identificar virus meticilino-resistente*’, Staphylococcus aureus

existentes en Colombia como rubéola®, enterotoxigénico*®. También se ha usado

1. Virus

1bb
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LAMP para el diagnéstico de Mycoplasma
pneumoniae®’.

Se ha ejecutado deteccion directa de esporas
de Bacillus anthracis en cultivos puros, que se
llevé a cabo en muy poco tiempo; el producto de
amplificacion se detectd por electroforesis en gel
de agarosa e inspeccion visual de fluorescencia
en un transiluminador, después de la adicion de
SYBER Gold, EB y EvaGree. El método podria ser
explotado como una prueba de campo*.

3. Hongos y levaduras

También se ha usado LAMP para identificar
hongos* y levaduras®. Inclusive para el hongo
suramericano Paracoccidioides brasiliensis se ha
aplicado esta técnica®.

4, Pardsitos hemdtticos, tisulares e intestinales

Kuboki y colaboradores en el 2003 usaron
cebadores especificos para detectar Trypanosoma
brucei (T. brucei brucei, T. brucei gambiense, T.
brucei rhodesiense, y T. evansi) o T. congolense.
La especificidad de LAMP fue evaluada frente a
parasitos protozoarios tales como Trypanosoma
cruzi, Theileria orientalis, Babesia bigemina, B.
bovis, B. caballi, B. equi, Toxoplasma gondii, y
Neospora caninum, pero la prueba fue negativa
para dichos parasitos, lo cual indica que LAMP
puede detectar T. bruceiy T. congolense con alta
especificidad®.

LAMP se us6 para analizar muestras clinicas
de pacientes africanos con tripanosomiasis y la
compararon con la amplificaciéon de diferentes
genes por PCR convencional. La lectura del
producto de amplificacion de LAMP la realizaron
por electroforesis en gel, visualizacién directa
después de la adicion de SYBR Green y por
tincién con SYTO-9 en equipo de PCR en tiempo
real, obteniendo resultados similares en los tres
métodos y comprobando la especificidad de los
mismos. Los resultados éptimos se obtuvieron
cuando la temperatura de reaccién se mantuvo
en 62°C%. Pneumocystis pneumonia también ha
sido identificado con LAMP*.

LAMP se ha usado para el diagndstico de
Babesia gibsoni en perros® y un método de
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miultiples LAMP (mLAMP) fue informado como
nuevo y conveniente para la simultinea
deteccion de parasitos bovinos de Babesia®®.
También hay datos sobre el potencial
diagnostico de LAMP en la piroplasmosis
equina®. Deigual manera, parasitos intestinales
como Cryptosporidium se han diagnosticado
con LAMP?,

5. Cdncer, artritis

LAMP también se ha empleado en el
diagnostico de enfermedades como céncer® y
artritis reumatoidea*. Adicionalmente, LAMP
se ha usado para identificar mutaciones
puntuales en cortes tisulares preparados en
parafina®.

6. Malaria

Algunos estudios recientes han mostrado
que LAMP puede constituirse en una prueba
simple y confiable para el diagndstico de
malaria®%. Segin Poon et al, en 2006, LAMP
detecté P falciparum directamente en sangre
sometida a un tratamiento térmico®. El estudio
se realizd con muestras de 102 pacientes con
infecciéon por P falciparum, admitidos al
Hospital de Bangkok para Enfermedades
Tropicales, en Tailandia. El diagndstico de
dichos pacientes fue realizado por microscopia
de luz convencional (gota gruesa) en el
momento de la admision. Ademadas, 100
muestras de donantes sanos fueron tomadas
como control. Usaron PCR como método de
referencia para evaluar el funcionamiento de
LAMP. Los resultados fueron interpretados por
turbidimetria en tiempo real y visualmente al
final de la prueba. Se hall6 sensibilidad y
especificidad de LAMP de 95% y 99%,
respectivamente. Con un turbidimetro en
tiempo real, LAMP puede ser usada como un
método objetivo para determinar la cantidad
de parasitos en muestras de sangre, puesto que
los datos cuantitativos de la prueba
correlacionaron con las parasitemias del
parasito obtenidas por microscopia de luz.
Como caracteristica adicional de LAMP se
destacé que no requirié ADN purificado para su
amplificacion eficiente, reduciendo el tiempo y
costo para el diagnéstico de P falciparum.
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Ademads, se observd que los inhibidores
presentes en sangre afectaron seriamente la
amplificacion de ADN en la prueba PCR,
mientras que estos inhibidores tuvieron poco
impacto en la reaccién de LAMP%. LAMP tuvo
un costo diez veces menor y fue mas rapida y
facil de realizar que la PCR porque empled
instalaciones minimas de laboratorio, no
necesité termociclador, ni la purificacién
previa a la amplificacién del ADN y el producto
de la amplificacién pudo ser detectado por
inspeccién visual o por un turbidimetro®.

En el 2007, Paris y colaboradores, en
Bangladesh, evaluaron la exactitud de LAMP
para diagnosticar malaria por P falciparum al
compararla con microscopia, la prueba de
diagnostico rapido PfHRP2 vy utilizando PCR
anidada como método de referencia. Evaluaron
tres métodos diferentes de LAMP: extraccién
de ADN por método convencional y lectura en
gel, extraccién por calor y lectura visual y
extraccién de ADN por calor y lectura en gel.
Concluyeron que el método LAMP con
extraccién con calor y determinacién visual
mostr6 una sensibilidad del 79,1% y
especificidad del 58,3%. Dicho método tuvo la
mayor incidencia de resultados falsos positivos.
Cuando se us6 LAMP con extraccién con calor
yvisualizacién en gel de agarosalaespecificidad
se elevé a 83,3%. Sin embargo, el informe
concluye que LAMP carece de suficiente
exactitud porque muestra altos indices de
falsos positivos y falsos negativos y agrega que
la extraccion de ADN por medio de tratamiento
térmico deteriora la  especificidad de la
prueba®.

En el 2007, Han y colaboradores utilizaron
LAMP para la deteccion de las cuatro especies
de Plasmodium que afectan a los humanos,
para lo cual se requirié de una enzima y cuatro
cebadores diseniados para secuencias de genes
de la subunidad de 18s del ARN ribosomal
(rARN). La reaccién de amplificacién se puede
realizar en un bafio de agua que proporcione
una temperatura constante a 60°C®. La técnica
se aplicé a 68 muestras de sangre que fueron
positivas para Plasmodium por gota gruesa,
obtenida en clinicas de malaria en Tailandia.
También se usaron 53 muestras que fueron
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negativas por gota gruesa. Los resultados de
LAMP fueron comparados con los de la PCR
anidada y la gota gruesa. Esta tltima fue usada
como el estandar de referencia. La reaccion se
llevé a cabo a 60°C por 100 minutos, y luego la
enzima fue inactivada a 80°C por 2 minutos.
Segin los resultados de dicho estudio, los
limites de deteccidon para una sefial positiva de
la turbidez en LAMP fueron 10 copias para P
malariae'y P ovale y 100 copias para el género
Plasmodium, P falciparum y P vivax. Cada
LAMP especifica de especie amplifico
solamente la especie blanco y la especificidad
de la amplificacién fue confirmada por la
digestion de los productos de LAMP con
enzimas de restriccién. Respecto a la
microscopia, LAMP tuvo sensibilidad vy
especificidad levemente menores que las de la
gota gruesa para identificar el género
Plasmodium, aunque para P falciparum y P
ovale la sensibilidad y la especificidad fueron
de 100% y para P vivax y P malariae fueron
inferiores.

Se sabe que LAMP es una prueba
semicuantitativa, sin embargo, atn es
necesario precisar su capacidad para

cuantificar el nivel de parasitemia pues
existen pocos datos al respecto. Ademas, el
método LAMP se utiliz6 para cuantificar
parasitos en sangre infectada, aunque segin
los resultados obtenidos las concentraciones
bajas de ADN molde pueden retrasar el
tiempo de amplificacion requerido para
exceder el valor del umbral de turbidez.
Finalmente, los investigadores concluyeron
que el método LAMP puede ser ttil para el
diagnostico clinico y la vigilancia activa de
Plasmodium en lugares donde la malaria es
endémica porque tiene una sensibilidad y
especificidad similares a la PCR anidada,
requiere de instalaciones minimas de
laboratorio, y es mas simple, y menos costoso
de realizar que la PCR®. La tabla 1 permite
apreciar en forma resumida los tres estudios
anteriores.

VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LAMP

Pueden senalarse las ventajas y desventajas
de LAMP, varias de las cuales han sido
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Tabla 1. Evaluaciéon de LAMP contra otras pruebas en malaria.

LAMP PARA DETECCION DE PLASMODIUM

Poon et al, 2006%

Paris et al, 2007¢*

Pais Tailandia Bangladesh Tailandia
Especie P falciparum por GG(a) P falciparum 4 especies por GG(a)
Maléricos (n)

102 67 con P falciparum segin PCR en 115 febriles 68
No- maléricos (n)

100 no uso. 53 por GG
Prueba (b) PCR (r) LAMP PCR (r) LAMP(c) GG PfHRP2 GG (r) PCR LAMP
Sensibilidad(b) 100 95 100 76 73 78 100 98,5 98
Especificidad(b) 100 99 100 90 100 100 100 94 94

Han et al, 2007¢

(a) GG, Gota Gruesa.

(b) los datos de sensibilidad y especificidad segin Han et al, 2007 se refieren a diagnéstico de género Plasmodium

(c) Evaluaron tres formas de LAMP: (1) extraccion de ADN por método convencional y lectura en gel, (2) extraccion por calor y

lectura visual y (3) extraccion de ADN por calor y lectura en gel. Las opciones (2)y (3) tuvieron sensibilidad y especificidad, frente a

la gota gruesa, de 76 y 83% y 79 y 58%, respectivamente.
(r) indica la prueba patrén

recientemente senaladas por Snounou, un
investigador del Museo de Historia Natural de
Paris (Francia), sin nexos con los promotores de
LAMP?:

- Ventajas

1. Alta capacidad diagndstica: en varios
estudios realizados el método LAMP ha sido
altamente sensible, especifico y
extremadamente rdpido en el diagnéstico
molecular de infecciones. La técnica es
altamente especifica para la secuencia de
interés, lo cual es atribuible al reconocimiento

de la secuencia blanco en seis sitios
independientes con cuatro cebadores?!.
2. Amplificacion isotérmica: una

caracteristica de LAMP es su capacidad de
amplificar 4cidos nucleicos bajo condiciones
isotérmicas a temperaturas entre 60 y 65°C. La
eficacia de la amplificacion del método LAMP
es extremadamente alta debido en parte a su
naturaleza isotérmica, pues no se pierde tiempo
para realizar el cambio térmico y la reaccion se
puede conducir en la temperatura 6ptima para

b9

Esta
de

el funcionamiento de la enzima®*.
caracteristica exige solo un bloque
calentamiento o bafio maria'®.

3. Rapidez, bajo costo y facilidad de
aplicacién: LAMP no requiere de la extraccién
de ADN que desperdicia tiempo y aumenta los
costos, tampoco utiliza equipos sofisticados
como el termociclador. Las reacciones de
amplificacién de LAMP se realizan entre 35 y
60 minutos. La amplificacién maxima ocurre
en menos de una hora. No requiere
desnaturalizacion. Ademads, el molde de ADN
se prepara por tratamiento directo con calor
constante de las muestras de sangre?!¢1:6264,

4. Inspeccioén visual y cuantificacién: uno de
los hechos atractivos de la prueba LAMP es su
capacidad para generar una gran cantidad de
precipitado blanco de pirofosfato de magnesio
en una reaccion positiva® %5,

5. A medida que la reaccion de LAMP
progresa, los iones de pirofosfato del producto
se unen a los iones de magnesio y forman un
precipitado blanco de pirofosfato de magnesio.
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Por lo tanto, la turbidez causada en el tubo de
reaccion determina el punto final del proceso
de amplificacién, permitiendo la visualizaciéon
de los resultados positivos a simple vista®.
Alternativamente, el tubo con el producto de la
reaccion de LAMP puede ser visualizado con
una fuente de luz ultravioleta (UV), afiadiendo
un colorante de fluorescencia en la mezcla de
la reaccion. Se ha observado que la deteccién
visual de la fluorescencia es concordante con
la deteccion de la turbidez en tiempo real de la
prueba®. Ademas, debido a que la turbidez es
proporcional a la cantidad de DNA amplificado,
es posible hacer una cuantificacién de los
productos®.

6. Menor inhibicién: los inhibidores en
sangre pueden afectar seriamente la
amplificacién del ADN en los anélisis por PCR.
No se sabe, sin embargo, por qué estos
inhibidores de PCR tienen poco impacto en las
reacciones de LAMP; se sospecha que la ADN
polimerasa Bst usada en las reacciones de
LAMP es mas resistente®. Se ha informado que
LAMP tolera mejor que la PCR los componentes
de los medios de cultivo y las sustancias
biol6gicas®®.

7. Puede usar muestra de sangre fresca o
almacenada en papel de filtro'*®!, siendo esto
altimo una gran ventaja sobre la gota gruesa y
una enorme facilidad para el trabajo de campo
con centenares de muestras captadas en pocas
horas, pero esto implica que la preparacion del
molde se prolonga por horas'.

Desventajas

1. La baja concentracion de ADN molde
disminuye la eficacia del reconocimiento de
los cebadores, lo cual puede causar retraso en
el tiempo del umbral de deteccién?251.

2. Aunque LAMP es un método eficaz en la
amplificacién de ADN viral, la observacion de
la turbidez fue menos sensible que la
visualizacién de los productos en gel de agarosa
y tefiidos con bromuro de etidio. Sin embargo,
en comparaciéon con la electroforesis en gel de
agarosa, la prueba de turbidez permite una
reduccion en el tiempo de operacion y
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disminuye los riesgos de contaminacion.
Aunque recientemente se observé que el suero
puede tener un ligero efecto inhibidor en las
reacciones de LAMP, una pequena cantidad de
ADN se detecté directamente en el suero
humano utilizando este método. No obstante
se necesita un estudio mas a fondo para
determinar si LAMP seria ttil para la deteccion
del ADN viral en otras muestras clinicas tales

como células mononucleares de sangre
periférica y suero?.
3. Es ocritica la prevenciéon de la
contaminacién®.

4. Debe senalarse que los reactivos quimicos
necesarios en la gota gruesa pueden ser
enviados, almacenados y transportados a
temperatura ambiente, mientras que los de
LAMP (ADN polimerasa, oligonucleétidos,
etc.) deben mantenerse a -20 °C, lo que obligaria
al uso de congeladores cuando se esté en el
campo™.
ventajas/

Snounou sefnala estas otras

desventajas de LAMP:

* La automatizacion de LAMP puede ser muy
atil en estudios epidemioldgicos, porque se
pueden procesar las muestras en lotes, pero no
en los hospitales, donde se requiere un
diagnostico individual en el momento del
ingreso.

e En éareas de alta endemia, la elevada
sensibilidad de LAMP puede resultar
contraproducente, debido a que una proporcién
variable de personas alberga infecciones
inaparentes.

* La cuantificacién de parasitos con LAMP
exige costosos turbidimetros.

* LAMP puede aplicarse para evaluar el efecto
de medidas de control, sobre todo si llega a
desarrollarse para detectar ADN plasmodial en
muestras de saliva, como lo hace la PCR
agregado®’.

* LAMP deberia ser ideal para estudios de
transmision con anélisis de vectores, donde un
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gran nimero de mosquitos debe ser evaluado,
y que ha sido un gran impedimento.

TAREAS FUTURAS

Desde el punto de vista técnico, la
validacién de la solidez y desempeno de
LAMP tiene un largo camino por recorrer. El
uso de sangre almacenada en papel de filtro®
es una importante ventaja para recoleccion
de muestras, pero la preparacion del ADN
molde se extiende por horas. La estrategia de
una preparacién simple del molde, aplicada
por Poon y colaboradores 2006, requiere
mas validacion con relacién a la pérdida de
especificidad y sensibilidad. El desempefio
del protocolo LAMP debe ser rigurosamente
validado con un panel de ADN moldes y
diluciones de ellos preparados de las muestras
de sangre infectada®®.

Desde el punto de vista practico, conviene
considerar las situaciones donde el reemplazo
de la gota gruesa por el diagndstico molecular
puede ser ttil. El diagnéstico pronto y preciso
debe ser de beneficio en ambientes clinicos y
la velocidad y eficacia de LAMP supera
muchas de las preguntas planteadas en este
contexto con respecto a la amplificaciéon con
PCR®. Las instalaciones de salud, grandes o
pequeiias, asentadas en paises pobres o ricos,
deberian beneficiarse de las ventajas de
LAMP en cuanto al tiempo requerido para el
diagnostico®.

Snounou concluye que LAMP es la primera
prueba molecular para diagnéstico de malaria
que es barata (menos de US$1 la reaccion),
sélida y sencilla de ejecutar, que supera a la
gota gruesa en especificidad y sensibilidad y
la iguala en velocidad de producciéon del
resultado. Esos resultados ofrecen por
primera vez una posibilidad real de un
importante papel de las técnicas moleculares
en la lucha contra la malaria. Sin embargo,
recomienda proceder con cautela y no
descartar aun el uso de microscopios de luz y
de microscopistas expertos. Adicionalmente
concluye que el entusiasmo por la adopcién
masiva de LAMP para el diagndstico de malaria

m
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debe abrirse consideraciones

particulares?®.

a algunas

Debido a la oportunidad que ofrece LAMP
para el diagnéstico de malaria, es necesario
verificar si la técnica es reproducible en
Colombia, considerando que la poblacién
circulante de Plasmodium en el pais es
genéticamente muy homogénea®, pero es
diferente a la de otros paises en los cuales existe
alta variacion genética del parasito. Se requiere
medir la concordancia de LAMP respecto a los
resultados de las pruebas realizadas en otros
paises, teniendo en cuenta que hasta el momento
en Colombia no se conocen estudios al respecto.
Hay que evaluar la reproducibilidad, capacidad
diagnostica y realizar un analisis costo-efectivo
de LAMP frente a gota gruesa y PCR en el
laboratorio y en el campo (directamente en
zonas endémicas de malaria). Actualmente
nuestro grupo de investigacién adelanta una
evaluacion de campo de LAMP comparada con
la gota gruesa y la PCR.

Ademis, desde su publicacién en el ano 2000,
varias alternativas de LAMP se han desarrollado
para la identificacién de virus, bacterias,
micoplasmas, protozoos, hongos y levaduras, lo
que ofrece una excelente oportunidad para
estandarizar esta técnica y tratar, luego, de
aplicarla en las zonas endémicas de paludismo,
que también lo son de muchas infecciones de
diversa etiologia, lo cual permitiria disponer de
una herramienta de elevada capacidad
diagnodstica y desempenio eficaz y eficiente en
areas como Uraba, Bajo Cauca, la costa del
Pacifico, los Llanos Orientales, la Amazonia,
entre otras. Esas alternativas son relativamente
simples, en general basta cambiar los cebadores,
lo cual carece de problemas cientifico-técnicos
y por tal razén es importante explorar la
posibilidad de usar LAMP no solo en malaria
sino al menos en muchos otros campos de la
infectologia, pues también se han explorado
otros como céncer, artritis reumatoidea, etc.

Aparte de la aplicacién en humanos, LAMP
ha demostrado su utilidad en el diagnéstico de
infecciones en animales, con lo que el potencial
de esta técnica en las zonas malaricas del pais
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se expande grandemente. Es necesario evaluar
en Colombia la prueba en este campo.

CONCLUSIONES

Esta disponible LAMP, una nueva técnica de
diagnostico de infecciones y otros problemas,
incluido el diagnéstico de Plasmodium y
malaria, la cual es altamente sensible y
especifica y permite la discriminacién visual

de resultados sin equipos especializados
costosos. La técnica es potencialmente
automatizable.

LAMP es aplicable en las condiciones de
campo imperantes en las zonas endémicas de
malaria, tiene alta eficacia por su naturaleza
isotérmica, tiene bajo costo y facilidad de
aplicacion. LAMP puede usar muestra de
sangre fresca o almacenada en papel de filtro.

La cuantificaciéon de pardsitos con LAMP
exige costosos turbidimetros, lo cual es una
desventaja actual, comparada con la gota
gruesa. La baja concentracién de ADN molde
disminuye la eficacia del reconocimiento de
los cebadores, lo cual puede causar retraso en
el tiempo del umbral de deteccién y la
observacion de la turbidez es menos sensible
que la visualizacién de los productos en gel de
agarosa y tenidos con bromuro de etidio. Urge
medir la concordancia de LAMP frente a los
resultados logrados en otros paises.
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SUMMARY

MED. UIS. 2008;21:158-75

only three references were found on LAMP and malaria but
there was abundant information on LAMP and other infections in
fields of medicine, mainly in infectious diseases. The LAMP
reaction requires a strand displacement DNA polymerase and a
system of four primers specifically designed to recognize a total
of six different sequences in the DNA target. This guarantees
high specificity. Several alternatives of LAMP have been
developed to identify viruses, bacteria, mycoplasma, protozoa,
fungi and yeast. Advantages of LAMP: ability to amplify nucleic
acids under isothermal conditions (60 and 65 °C9; possibility of
semi-quantitative reading by observation and quantitative
interpretation using a turbidimeter ; high sensitivity and
specificity and, in general, diagnostic capacity, speed, low cost
and ease of implementation; better performance than PCR
when culture media and biological substances are processed.
Disadvantages: the low concentration of DNA template reduces
the primers efficacy recognition; turbidimetry was less sensitive
than the agarose gel and ethidium bromide analysis, prevention
of contamination is critical. (MED.UIS. 2008;21(3):158-75).
Key words: Isothermal amplification. Malaria. Plasmodium.
Diagnosis.
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