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RESUMEN

Varias de las enfermedades con etiologia infecciosa causada por una variedad de patdgenos cursan
inicialmente con sindrome febril agudo (SFA) y han sido reconocidos como un grupo importante de
enfermedades que es dificil de diferenciar debido a su similitud en los sintomas. Los SFA como malaria
producida por P. falciparum, malaria producida por P. vivax y leptospirosis deben ser consideradas como
sospecha principal en areas tropicales debido a la alta prevalencia y mortalidad. Los indices de letalidad
debido a la falta de un diagnostico oportuno son altos entre los pacientes con malaria por P. falciparum y
leptospirosis. Se han reportado problemas en el diagnéstico de malaria debido al desarrollo de infecciones
con bajo nivel de parasitemia. Ademas, se ha reportado problemas en la deteccion de infecciones mixtas de
malaria y no deteccion de coinfecciones de malaria y leptospirosis. Asi, la OMS ha recomendado el
desarrollo de un método qPCR-Multiplex para identificar simultaneamente y en una sola reaccion diferentes
patdgenos.

La presente investigacion, disefié y estandarizé una PCR Multiplex en tiempo real denominado “qPCR-
Multiplex FVL”, capaz de identificar simultineamente P.falciparum, P.vivax y Leptospira spp. Se
disefiaron cebadores y sondas para identificar simultdneamente infecciones con bajo nivel de parasitemia
usando secuencias subteloméricas de multiples copias, Pfr364 para P.falciparum, Pvr47 para P.vivax y el

gen Rrs (16S ARNr) para identificar Leptospira spp.

El “qPCR-Multiplex FVL” amplifico simultineamente con éxito las tres dianas Pfr364, Pvr47 y Rrs,
manteniendo su eficiencia de amplificacion a pesar del formato de multiplexacion. El analisis de regresién
con la construccion de curvas estandares mostro valores de eficiencia de amplificacion de 93 % para Pfr364,
106 % para Pvr47 y 103 % para Rrs con valores de R? > 0,997. Ademas, mostr6 un limite de deteccién
altamente sensible adecuado para identificar niveles tan bajos como 0.46 copias de Pfr364 para
P.falciparum, 0.06 copias de Pvr47 para P.vivax y 0.63 copias de Rrs para Leptospira spp. No se encontro

reaccion cruzada con otros microorganismos relacionados a ambos tipos de patdgeno.

La presente investigacion disend y desarrolld una plataforma de “qPCR-Multiplex FVL” eficaz para el
diagndstico de infecciones simples y coinfecciones de malaria y leptospirosis, con el potencial de identificar

simultdneamente infecciones de baja densidad parasitaria.

Palabras clave: gqPCR-Multiplex, Malaria, Leptospirosis, Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax,
Leptospira spp., Pfr364, Pvr4d7, Rrs.



ABSTRACT

Acute febrile illnesses such as P.falciparum Malaria, P.vivax Malaria, and Leptospirosis should
be primarily suspected in tropical areas due to the high prevalence and high fatality rate. Case
fatality ratios due to the lack of timely diagnosis are high among patients with P.
falciparum Malaria and Leptospirosis. Additionally, P.vivax Malaria and P.falciparum Malaria
diagnosis have been reported issues in identifying infections with low-level parasitemia.
Furthermore, problems in the detection of mixed malaria infections and non-detection of malaria
and leptospirosis coinfections have been reported. Therefore, the WHO has recommended the
development of a qPCR-Multiplex method to simultaneously identify different pathogens in a
single reaction.

In this study, we designed and developed a “Multiplex FVL qPCR” capable of concurrently
identifying three targets: Pfr364, Pvr47, and Rrs. Primers and probes were designed to identify
concurrently multicopy sequences Pfr364 for P.falciparum, and Pvr47 for P.vivax identification

with low-level parasitemia, and Rrs (16S rRNA) for Leptospira spp. identification.

This “Multiplex FVL gPCR” assay successfully identified Pfr364, Pvr47, and Rrs concurrently,
maintaining its effectiveness despite the multiplexing format. A regression analysis using the
multiplex assay showed efficiency values of 93 % for Pfr364, 106 % for Pvr47, and 103 % for Rrs
with R? values > 0.997. Also, the Multiplex FVL gPCR assay successfully displayed a highly
sensitive limit of detection, suitable for identifying levels as low as 0.46 copies of Pfr364, 0.06
copies of Pvr47, and 0.63 copies of Rrs for P.falciparum, P.vivax, and Leptospira spp,

respectively. Additionally, no cross-reaction was detected with another related microorganism.

This study presents a promising “Multiplex FVL qPCR” platform for the diagnosis of single and
coinfections of malaria and leptospirosis, with the potential to identify concurrently low-density

parasites.

Keywords: Multiplex gPCR, Malaria, Leptospirosis, Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax,
Leptospira spp., Pfr364, Pvr47, Rrs.



1. INTRODUCCION

Varias de las enfermedades con etiologia infecciosa cursan inicialmente con sindrome febril agudo
(SFA) particularmente en los tropicos. EI SFA ha sido reconocido como un grupo importante de
enfermedades que es dificil de diferenciar debido a su similitud en los sintomas [1]. Entre las méas
letales se cita etiologias parasitarias como malaria, y bacterianas como leptospirosis, con altas tasas
de mortalidad por la severidad de la enfermedad asociado a la ausencia de diagndstico; viéndose
exacerbado durante la pandemia de COVID-19 [2, 3].

En las Américas; Brasil, Colombia, Venezuela y Per( son consideradas areas endémicas de
malaria, particularmente en la selva amazénica donde el parasito méas prevalente es Plasmodium
vivax, seguido por Plasmodium falciparum[4]. La infeccion por P. falciparum (malaria
falciparum), P. vivax (malaria vivax) y Leptospira spp. patogénicas(leptospirosis), puede causar la

muerte sin un diagndstico y tratamiento oportuno [2, 4].

Para el control de la malaria, la identificacion correcta de la especie es fundamental para garantizar
un tratamiento adecuado. Para leptospirosis, aunque es una enfermedad que se puede tratar
facilmente con antibioticos, en ausencia de tratamiento, la mortalidad esta asociado a dafio renal,
meningitis, insuficiencia hepatica, y dificultad respiratoria [2, 5]. En dicho contexto, el diagnostico
oportuno y el tratamiento adecuado son esenciales para reducir la mortalidad, especialmente en

malaria falciparum y leptospirosis.

Para diagnosticar malaria, la microscopia Opticay las pruebas rapidas de diagnostico de antigenos
(RDT) son las més usadas en el punto de atencion al paciente segun el reporte mundial de malaria
del 2021[6]; sin embargo, dichos métodos de diagnostico no pueden detectar de manera confiable
las infecciones de baja densidad. Adicionalmente, todas las RDTs positivas deben ser seguidas por
microscopia para determinar la especie de Plasmodium para determinar el tipo de tratamiento.
Frente a dichos inconvenientes una amplia variedad de pruebas moleculares de deteccion por PCR
convencional y PCR en tiempo real (QPCR) han reportado mejores resultados de sensibilidad
comparados con microscopia y las RDTs[7-11]. Sin embargo, se ha reportado problemas de
diagndstico para identificar infecciones mixtas de malaria con bajo nivel de parasitemia por g°PCR
usando el gen ribosomal 18S [9, 12]. Asi, para aumentar la sensibilidad en la deteccion de



infecciones de bajo nivel de parasitemia en malaria, los esfuerzos se han centrado en utilizar nuevas
dianas moleculares no ribosémicas como las secuencias Pfr364 y Pvr47 de copias multiples con

gran potencial en la deteccion ultra sensible para malaria[12, 13].

Para leptospirosis las pruebas de diagndstico seroldgicas como la prueba de aglutinacién
microscopica serolégica (MAT) confirman la enfermedad en una fase tardia. Sin embargo, aunque
el MAT sigue siendo el "estandar de oro" en el diagnostico de leptospirosis, este método adolece

de sensibilidad y requiere una experiencia considerable [5].

Adicional a las brechas a superar en el diagnostico de ambas etiologias, en el 2021 se realiz6 un
meta analisis donde se reportd la prevalencia de coinfeccion por malaria y leptospirosis en
pacientes febriles con desarrollo de una sepsis severa[14]. En América del Sur la prevalencia de
coinfeccidn ha sido pobremente estudiada y fue reportada recientemente solo en Venezuela[15]

por lo que requiere urgentemente ser investigada.

Por otro lado, en 2017 un importante estudio en la region Loreto en Perd, confirmo la prevalencia
de malaria vivax y malaria falciparum con muy bajo nivel de parasitemia en individuos
asintomaticos[16]. La ausencia de sintomas evita la administracion de tratamiento y los convierte
en potenciales reservorios de Plasmodium. En este escenario resulta urgente el desarrollo de una
prueba molecular altamente sensible que apunte a la deteccion de infecciones de baja parasitemia

en malaria y leptospirosis.

Por lo tanto, la introduccién de nuevos métodos de diagndstico molecular que apunten a la
deteccion mdltiple y simultanea para el tratamiento de emergencia y control de diferentes
enfermedades infecciosas tropicales se incluye en las prioridades de la OMS[6] . En tal sentido,
uno de los métodos altamente sensibles y utilizados recientemente para la identificacion
simultanea de multiples patdgenos incluye el uso de plataformas gPCR-Multiplex que tienen como
objetivo la deteccidn simultanea de varias dianas moleculares en una sola reaccion. Asi, el presente
estudio disefio cebadores usando dianas moleculares promisorias de naturaleza subtelomérica y de
multiples copias por genoma usando una plataforma de gPCR mudltiple en tiempo real llamado
“gPCR-Multiplex FVL”.

La presente investigacion disefid y estandarizo la plataforma “qPCR-Multiplex FVL” para la

deteccidn simultanea de tres blancos moleculares; dos del tipo multicopia no ribosémicos, Pfr364



para P. falciparum, Pvr47 para P. vivax, y un ribosémico, Rrs para el diagnostico de Leptospira
spp. La estandarizacion de la plataforma “gqPCR-Multiplex FVL” determiné la eficiencia de
amplificacion y el limite de deteccidn de cada gen con el potencial de identificar simultdneamente
infecciones de baja densidad parasitaria de malaria falciparum, malaria vivax y leptospirosis.

2. MARCO TEORICO

2.1 Malaria vivax y malaria facilparum

Malaria es causada por una infeccion con Plasmodium, un parasito intracelular que infecta
glébulos rojos y células del higado en humanos. Existen 5 tipos de especies de Plasmodium que
causan malaria en humanos, incluyendo Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium
knowlesi, Plasmodium ovale, y Plasmodium malariae, de las cuales la infeccion producida por
P.falciparum es mortal. Para el 2021, se inform6 que P. falciparum era el parasito mas
generalizado en Africa, el sudeste de Asia, el mediterraneo oriental y la region del pacifico
occidental. P. vivax es menos agresiva; pero puede establecer un estado crénico de infeccion en
el higado siendo el agente causal de malaria de mayor distribucion en el mundo, y las otras especies

tales como P.knowlesi, P.ovale, y P.malariae son menos frecuentes [4, 17].

En las Américas, existen areas endémicas de malaria, particularmente en la selva amazonica de
Brasil, Colombia, Venezuela y Pert, donde el parasito mas prevalente es P.vivax, seguido por P.
falciparum[4]. La infeccion por P.falciparum puede causar la muerte y requiere un diagnostico
oportuno y una intervencion de emergencia. En Perd, en el periodo 2022, el Centro Nacional de
Epidemiologia, Prevencion y Control de Enfermedades reporto la incidencia acumulada (1.A.) por
100 mil habitantes para malaria falciparum y malaria vivax; alcanzando 12.12 y 66.09,
respectivamente[18]. Siendo que para el periodo 2022 hasta la semana epidemiologica 50, la

region de Loreto notifica el 83.80% (21 807) de los casos de malaria del pais.

La identificacion y diagndstico correcto de la especie de Plasmodium son criticos para asegurar un
apropiado curso de la terapia contra malaria. EI examen microscépico de sangre total sigue siendo

el "estandar de oro" para la confirmacion de laboratorio de malaria. Sin embargo, la sensibilidad



y especificidad de dicha metodologia son dependientes de la habilidad del personal y comparados
con los métodos de diagnostico molecular la sensibilidad es ampliamente superada[19]. Asi en
areas en donde malaria no es endémica, es altamente desafiante mantener un experto debido a que
el cientifico de laboratorio promedio no realiza esta prueba con regularidad. Por otro lado, pruebas
de diagndstico alternativas conocidas como las RDTs estan siendo usadas en zonas endémicas para
el diagnostico de malaria en el punto de atencion al paciente. Las RDTs validadas y disponibles
en el mercado hasta el 2022, detectan 2 antigenos de malaria diferentes; uno es especifico para P.
falciparum y el otro se encuentra en las 4 especies de malaria[17]. Sin embargo, todas las RDTs
positivas deben ser seguidas por microscopia para determinar la especie de malaria y cuantificar
la proporcion de globulos rojos infectados, que son dos indicadores de pronostico importantes [4,
6]. Adicionalmente, entre septiembre de 2020 y septiembre de 2021, en 13 paises donde la malaria
es endémica, se reportaron supresiones de los genes pfhrp2 y pfhrp3 y que fueron indetectables
por estas pruebas disminuyendo la sensibilidad de las RDTs en pacientes infectados por parasitos
de malaria que contienen dicha mutacién [17, 20]. Ademas hasta la actualidad segun el reporte del
2022 de laWHO no existe RDTs validadas que puedan distinguir entre P.falciparum y P.vivax[17].
En general cabe resaltar que tanto la microscopia Optica y las RDTs no pueden detectar de manera
confiable las infecciones de baja densidad de Plasmodium y han sido ampliamente superados en
sensibilidad por gPCR [12, 17, 21] .

El blanco molecular mas comun utilizado para el diagnéstico molecular(PCR/ gPCR) de malaria
desde 1993 ha sido el gen 18S [7, 8] . Sin embargo, la bisqueda de nuevos blancos moleculares
mas sensibles estan siendo explorados y probados debido al reporte de problemas de sensibilidad
usando el gen 18S, con el objetivo de identificar infecciones con bajo nivel de parasitemia,
caracteristico de infecciones por P.vivax [9, 12, 13]. Por tanto, los esfuerzos se han centrado en
utilizar nuevas dianas moleculares no ribosémicos de naturaleza multicopia para la deteccion
altamente sensible de infecciones de baja densidad e infecciones mixtas de malaria[12]. Asi, dianas
moleculares de tipo no ribosémico como Pfr364 presente en 41 copias por genoma de P.falciparum
y Pvr47 presente en 14 copias por genoma de P.vivax son blancos prometedores para aumentar la

sensibilidad, al ser secuencias de multiples copias [12, 13] .



2.2 Leptospirosis

Leptospirosis es una enfermedad zoondtica causada por espiroquetas del género Leptospira. La
leptospirosis es considerada una de las principales enfermedades infecciosas desatendidas debido
a la subestimacion de los casos reales , siendo considerada una infeccion emergente transmitida
entre animales y humanos con alta incidencia en climas tropicales[2, 5]. Presenta caracteristicas
clinicas similares en comparacion con otras enfermedades infecciosas tropicales comunes tales
como malaria, dengue, fiebres entéricas e infecciones por rickettsiosis, que pueden explicar esta
subestimacién [1, 22]. Aunque la leptospirosis se trata facilmente con antibiéticos, la mortalidad
por falta de diagndstico temprano es un problema de salud importante en los paises en desarrollo.
En los ultimos afios se ha convertido en un serio problema, particularmente en la Amazonia, y su
incremento puede ser debido a las determinantes ambientales persistentes como fuertes estaciones
de lluvia e inundaciones correlacionadas con brotes repentinos de la bacteria. En Perq, en el
periodo 2022 hasta la semana epidemiologica 50, el Centro Nacional de Epidemiologia,
Prevencion y Control de Enfermedades reportd la incidencia acumulada (1.A.) de 214.28 por 100
mil habitantes para leptospirosis; siendo la region de Madre de Dios la que presento el I.A. més
alto en Peru [18].

Asi, en ausencia de tratamiento, la mortalidad por leptospirosis estd asociada al dafio renal,

meningitis, insuficiencia hepatica, y dificultad respiratoria [10, 22].

Los métodos de diagndstico de leptospirosis recomendados por la CDC, incluyen (i) las pruebas
de diagnostico de apoyo tales como las pruebas seroldgicas comerciales basadas en IgM (ELISA
IgM, InmunoDot y Lateral Flow Test), (ii) las pruebas de diagnéstico confirmatorias tales como
la prueba de aglutinacién microscopica serolégica (MAT) y (iii) pruebas moleculares como PCR/
gPCR [3, 22]. Las pruebas seroldgicas IgM con resultados negativos a partir de muestras recogidas
en la primera semana de enfermedad, no descarta la enfermedad por lo que los resultados deben
confirmarse usando uno de los métodos de diagnostico confirmatorios tales PCR/ gPCR [10, 23]
y MAT. Las pruebas moleculares de PCR confirman la enfermedad en la fase aguda de la infeccion
y la prueba del MAT para deteccién de anticuerpos, confirman la enfermedad en una fase tardia,

5 a 14 dias después del inicio de la enfermedad. En este escenario, aunque la prueba del MAT para



leptospirosis sigue siendo el "estandar de oro" en el diagndstico confirmatorio de leptospirosis, no

es util para ser aplicada para un diagnostico temprano[22].

Asi, para combatir la infeccidn por leptospirosis es indispensable tratar la enfermedad en una fase
aguda de la infeccidn, por lo que las pruebas de diagndstico confirmatorias como el PCR/ gPCR
son las més idoneas considerando que las Leptospiras estan presentes en la sangre los primeros 4
a 6 dias de la enfermedad. La importancia en el tratamiento de la infeccion en la fase aguda requiere
indispensablemente el uso de métodos de diagnostico moleculares sensibles que podria permitir el

desarrollo de pruebas rapidas innovadoras en un futuro proximo[24].

3. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

Actualmente, con el auge de la gendmica existen diversos métodos de identificacion molecular
que ofrecen alternativas efectivas para la deteccion molecular de diferentes patdgenos. Sin
embargo, una amplia variedad de estas metodologias se restringen al diagnostico por separado de
cada enfermedad incluso en formatos multiples de diagndéstico, para identificar las 5 especies de
Plasmodium que producen malaria [7, 8, 11, 19, 25] y diferentes especies de Leptospiras
patogénicas en leptospirosis[10, 23, 26, 27]. Como el tratamiento de malaria depende directamente
del tipo de especie de Plasmodium es importante la identificacion de la especie. Asi, en 2004, uno
de los primeros ensayos usando gPCR multiple fue desarrollado por Rougemont y colaboradores,
en donde fueron disefiado cebadores para detectar una regién altamente conservada del gen 18S
ARNr para identificar 4 especies de Plasmodium [8] . Sin embargo, a pesar de su buen
performance en la identificacion de cada especie se reportd posteriormente problemas usando el
gen 18S para la deteccién de infecciones de baja densidad producidos por P. vivax y P. falciparum
[9, 12]. Para superar dichos inconvenientes, uno de los métodos recientemente utilizados para la
identificacion multiple y altamente sensible incluye el uso de plataformas qPCR-Multiplex que
abarcan la identificacion molecular usando genes y/o secuencias no ribosomales de multiples
copias en un genoma, que apunten a una deteccion altamente sensible de infecciones de baja

densidad, infecciones mixtas en malaria y coinfecciones de malaria y leptospirosis [12, 13, 21].

Notablemente, cabe resaltar que en 2014, Waggoner y colaboradores desarrollaron una gPCR-

Multiplex dirigida a la deteccion multiple de Dengue, Malaria y Leptospirosis [28]. A fin de tener



una respuesta diagnostica para turistas que retornaban de paises en desarrollo Waggoner y
colaboradores desarrollaron una prueba de amplificacién de acido nucleico usando genes
ribosomales del tipo 18S para identificar Plasmodium spp. y 16S para identificar Leptospira spp.
Desafortunadamente, dicha metodologia no identifica a P.vivax uno de los parasitos mas
prevalente de América causante de malaria. Ademas no diferencia entre P.vivax, P.ovale y

P.malariae.

4. IMPORTANCIA DEL ESTUDIO

Considerando su posicion y ubicacion geografica, nuestro pais tiene regiones tropicales y
subtropicales en donde la incidenciay letalidad de malaria y leptospirosis es alta. La alta incidencia
de infecciones mixtas de malaria con casos no diagnosticados debido a la baja parasitemia [16,
19], y falsos negativos debido a la baja sensibilidad de las pruebas actuales de diagndstico
representa un problema serio de salud publica en los paises endémicos. Notablemente, en 2017 en
un estudio realizado por Carrasco-Escobar y colaboradores confirmaron la prevalencia de malaria
vivax y malaria falciparum con muy bajo nivel de parasitemia en individuos asintomaticos en la
region Loreto en Perd [16]. La ausencia de sintomas, evita la administracion de tratamiento y los
convierte en potenciales reservorios de los parasitos de malaria. En dicho escenario para combatir
una transmisién pasiva de malaria por personas asintomaticas, resulta urgente de establecer
diagnosticos oportunos y aleatorios con metodologias moleculares de alta sensibilidad. Sumado a
esto el reporte de desarrollo de enfermedades febriles severas [2] y sepsis severa debido a la
coinfeccion de malaria falciparum y leptospirosis en pacientes que habitan areas tropicales [29]

empeora el escenario donde se necesitan acciones urgentes .

En dicho contexto es importante destacar que la coinfeccion de malaria y leptospirosis fue
documentado principalmente en India, Tailandia, Camboya y Pakistan[14, 30]. En América del
Sur hay una escasa o nula informacion de estudios de prevalencia de dicha coinfeccion y se deberia
dirigir estudios urgentemente[31]. Por ejemplo uno de los pocos datos de prevalencia de
coinfeccion fue recientemente reportado la presencia de Leptospirosis en pacientes con Malaria en
un area endémica del sur de Venezuela[15]. En consecuencia, el diagndstico simultaneo de malaria
y leptospirosis puede desempefiar un papel importante en la reduccion de la gravedad de la

enfermedad y duracion del tratamiento. Por lo tanto, la introduccion de nuevos métodos de



diagnostico de gPCR-Multiplex como la “gPCR-Multiplex FVL” que apunten a una deteccion
molecular altamente sensible con una eficiencia de amplificacion que no se vea afectado por la
multiplexacion tienen el potencial de identificar simultineamente infecciones de baja densidad
parasitaria de malaria falciparum, malaria vivax y leptospirosis. Ademas, constituye una necesidad
prioritaria tanto para tener un diagnostico altamente sensible que oriente al manejo de (i) mono
infecciones, (ii) infecciones mixtas de diferentes especies de Plasmodium, y (iii) coinfecciones de

malaria y leptospirosis, dirigido hacia la deteccion temprana de brotes.



5. HIPOTESIS/ OBJETIVOS

5.1 HIPOTESIS

La prueba molecular para el diagndstico simultaneo de P.falciparum, P.vivax y Leptospira spp.,
mediante el PCR en tiempo real multiple (“gPCR-Multiplex FVL”) tienen una alta concordancia

para la deteccion simultanea de las tres dianas moleculares en una sola reaccion.

5.2 OBJETIVOS

- Objetivo general

= Estandarizacion de un “gPCR-Multiplex FVL” sensible para el diagnostico simultaneo de

P. falciparum, P. vivax y Leptospira spp.

Objetivos especificos

= Optimizar las condiciones optimas de gPCR-Multiplex para la identificacion simultanea
de malaria falciparum usando la secuencia Pfr364, malaria vivax usando la secuencia Pvr47
y leptospirosis evaluando los genes LipL32, y Rrs.

= Comparar los ciclos de cuantificacion (Cq) en la amplificacion de los genes individuales
versus la amplificacion simultanea de cada gen en una sola reaccion.

= Determinar la eficiencia de las amplificaciones individuales de Pfr364, Pvr47 y Rrs usando
gPCR-Monoplex versus el g°PCR-Multiplex.

= Determinar el limite de deteccidn del método de amplificacion con los mejores Cgs.



6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Obtencion de controles de Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax y Leptospira

Spp.

El ADN genomico (ADNg) de Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax y Leptospira spp.,

fueron usados como controles positivos para la estandarizacion del gPCR mudltiple. Los controles

positivos para ambas etiologias fueron validados por las respectivas metodologias “estdndar de

oro” y fueron proporcionados por el Instituto Nacional de Salud (INS) de Perd. Adicional todos

los controles positivos involucrados en la presente investigacion fueron confirmados por PCR y

gPCR en el Laboratorio de Epidemiologia Molecular y Genética (LEMyG) del Centro de

Investigaciones Tecnoldgicas, Biomédicas y Medioambientales (CITBM) de la Universidad

Nacional Mayor de San Marcos.

Las dianas moleculares de tipo no ribosémico como Pfr364 presente en 41 copias por genoma de

P.falciparum y Pvr47 presente en 14 copias por genoma de P.vivax fueron usados para el

diagnostico de malaria (Tabla 1) .

Tabla 1. Dianas moleculares para la amplificacion de P.falciparum, P.vivax y Leptospira spp.,

para el desarrollo de la plataforma “qPCR-Multiplex FVL”.

Diana 1

Diana 2

Diana 3

Etiologia Plasmodium falciparum  Plasmodium vivax(V)  Leptospira spp.
(F) L)

Secuencia / Gen Pfr364 Pvr4d7 Rrs(16S ARNTr)

Naturaleza del gen 'y Region SB2 Regidn subtelomérica ~ ARN ribosomal

secuencias

subtelomérica repetitiva

repetitiva no
codificante

codificante 16S
(Rrs)

Numero de copias por
genoma

41 copias

14 copias

2 copias
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Los antigenos y material genomico de Leptospira spp., fueron proporcionados por el “Laboratorio
de Referencia de Zoonosis Bacteriana” del INS. Como se muestra en detalle en la tabla 2, se
obtuvieron tres cepas patdgenas de Leptospira spp., a partir de cultivo en medio base EMJH (BD,
No Cat: 279410) méas medio de enriquecimiento especifico para leptospira (Difco Leptospira
Enrichment EMJH) a 30 °C durante 7-9 dias. A continuacion, se analizé la presencia de la bacteria
bajo microscopia de campo oscuro y se realizd un segundo subcultivo por siete dias mas hasta
obtener 107 células/ml. La presencia de la bacteria se confirmé mediante microscopia de campo
oscuro y gPCR dirigida al gen ribosomal Rrs.

El ADNg de P. vivax y P. falciparum fueron proporcionados por el “Laboratorio de Referencia de
Malaria” del INS. En resumen, el material genético fue validado previamente mediante
microscopia (Gota Gruesa), PCR anidado y qPCR (18S ARNI) siendo validados como controles
positivos del INS.

Para evaluar la especificidad analitica en el proceso de estandarizacion de la metodologia “gPCR-
Multiplex FVL”, se obtuvo ADNg de otros microorganismos tales como: Plasmodium malariae,
Trypanosoma cruzi, Trichomonas tenax, Leishmania spp., y Escherichia coli., proporcionados por
el Instituto de Medicina Tropical-UNMSM y la Universidad Nacional de San Antonio Abad del
Cusco (Tabla 2). También se evalub ADNg de 4 controles negativos que no involucren
amplificacion de malaria y leptospirosis proporcionados por el CITBM de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos.

De acuerdo al manual de procedimientos de la Universidad Peruana Cayetano Heredia y por sus
caracteristicas este proyecto con cddigo SIDISI 103195 no requiere evaluacion por el Comité

Institucional de Etica en Humanos o en Animales.
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Tabla 2. Microorganismos usados en la presente investigacion

Pat6genos Cultivo  Microscopia gPCR-16S'  Nested PCR gPCR-
células  (Gota Gruesa) (Cq) PCR/ qPCR? Multiplex FVL
/ml (Ca)
Plasmodium falciparum n.a. +++ n.a. Pos/ Pos - Positivo
(12.13)
Plasmodium vivax n.a. ++ n.a. Pos/ Pos - Positivo
(12.52)

Plasmodium malariae* n.a. ++ n.a Pos(Pos - Negativo
Leptospira santarosai 107 - Positivo n.a. Positivo®  Positivo
(Sero. Hebdomadis)

(25.32) (17.33)
Leptospira interrogans 107 - Positivo n.a. Positivo®  Positivo
(Sero. Canicola)

(24.43) (17.21)
Leptospira interrogans 10’ - Positivo n.a. Positivo®  Positivo
(Sero. Sejroe)

(24.22) (18.02)
Trypanosoma cruzi* n.a. n.a. - n.a. Positivo  Negativo
Trichomonas tenax * n.a. n.a. - n.a. Positivo  Negativo
Escherichia coli* n.a. n.a. - n.a. Positivo  Negativo
Leishmania spp. * n.a. n.a. - n.a. Positivo  Negativo

!PCR dirigida al 165 ARNr para la identificacion de Leptospirosis * Microorganismos utilizados para

determinar la especificidad analitica. 2gPCR dirigida a la amplificacién de regiones del gen 18S ARNr

para la identificacion de P.falciparum, P.vivax, y P.malariae. 3 PCR dirigida al gen LipL32 para la

identificacion de Leptospiras patdgenas. Sero. = serogrupo. n.a.= no aplicable. Positivo (Pos).
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6.2 Extraccion de ADN

El ADNg de las Leptospiras cultivadas y sangre total se extrajeron usando el kit de extraccion de
ADN gSYNC™ (Geneaid Taiwan, No Cat: GS300) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Para la extraccion del ADNg de las cepas de la bacteria Leptospira, estas se cultivaron
en medio base EMJH suplemnetado con un medio de enriquecimiento especifico para leptospira
(Difco Leptospira enrichment) hasta alcanzar 107 células por mililitro. Luego se tomd 1 mL de
cada cepa en un tubo eppendorf y se centrifugaron a 5000 g durante 10 min y se descargo el
sobrenadante y el sedimento se resuspendié en 180 ul de tampon de elucion el cual se uso para el
aislamiento de ADN. Dicha concentracion bacteriana aseguré una lisis celular eficiente con una
hora de incubacion con 20 pl de 65 mg de proteinasa K a 56°C. Para la extraccion del ADNg de
P. falciparum y P. vivax, se utilizaron muestras de sangre total almacenadas en tubos con EDTA

para evitar la coagulacion. EI ADN extraido se almacen6 a -20°C hasta su uso.

Posteriormente se prepar6 productos de PCR de cada gen (amplicones) a partir del ADNg de cada
etiologia por PCR convencional y se purificaron mediante columnas DFH. En resumen, para la
produccion de amplicones de ADN de los genes Pfr364, Pvr47 y Rrs, se utilizd el kit de PCR
convencional utilizando una enzima TAQ polimerasa de alta fidelidad (Ultra Pure TagPCR Mix,
Geneaid. No Cat: UTM200) y los cebadores especificos de cada gen (Tabla 3). Paso seguido se
verificd la produccién de amplicones cuantificando el producto de PCR y verificando la calidad
de los productos de PCR usando NanoDrop One/One. Seguidamente se purific6 cada amplicon
por separado usando el kit de purificacién de productos de PCR (GenePHIlow Gel/PCR Kit,
Geneaid. No Cat. FC33506). Finalmente se verificd la concentracién y calidad de producto de PCR

purificado para su posterior uso (Anexo 3).

6.3 Disefio de los cebadores y sondas especificas

Todos los cebadores y las sondas marcadas con un fluoroforo y quencher (Tabla 3y 4) se disefiaron
utilizando el software Primer3, con excepcion de los cebadores y la sonda de la secuencia Pfr364
que se fueron disefiados y validados previamente [28]. El disefio del “qPCR-Multiplex FVVL” tiene
como objetivo la deteccion simultanea de tres blancos moleculares para lo cual se utilizaron

secuencias nucleotidicas anotadas disponibles en el GenBank. Todas las especificaciones para el
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disefio de cebadores para plataformas QPCR-Multiplex fueron cubiertos siguiendo
recomendaciones de articulos especializados[32]. Asi, se tuvo especial cuidado para evitar la
formacion de heterodimeros, homodimeros, y estructuras hairpin. El analisis de la formacién de
dichas estructuras secundarias se realiz0 wusando el software Beacon Designer
(www.premierbiosoft.com/molecular_beacons/index.html).

Se utilizé en su mayoria secuencias nucleotidicas anotadas de América Latina, debido a la
endemicidad de malaria y leptospirosis en los paises que conforman dichas regiones. Los
cebadores y las sondas para la deteccion de P.falciparum y P.vivax fueron disefiados a partir de las
secuencias subteloméricas Pfr364 y Pvr47, respectivamente ambas con un gran potencial para
identificar infecciones de baja densidad por parasitos de P.falciparum y P.vivax (Tabla3y 4) [12,
13]. Para P.vivax, las secuencias de Pvr47 se descargaron del GenBank y se alinearon utilizando
el algoritmo ClustalW. A partir de los alineamientos multiples, se obtuvo una serie de secuencias
consenso de Pvr47 los cuales se usaron como plantilla para generar los cebadores y las sondas para
el ensayo “gPCR-Multiplex FVL”, siendo elegidas los nucledtidos con mejor rendimiento. La
sonda Pvr47 se marcé con el fluoroforo Cy5 con el Black Hole Quencher (BHQ). Posteriormente,
se analizaron las secuencias de cebadores sugeridas para evitar la formacion de estructuras
secundarias entre ellas, cruciales para el ensayo qPCR-Multiplex. La sonda Pfr364 para P.
falciparum contiene al fluor6foro ROX con un BHQ.

Para la identificacion de Leptospira spp. patogénicas se selecciond una region de consenso
altamente conservado del gen Rrs que codifica el ARNr 16S. La region conservada del gen Rrs
fue publicada previamente utilizandose 704 secuencias [33] y fue utilizada para el disefio de
cebadores y sondas para la presente plataforma qPCR. La sonda para el gen Rrs se marco con el
fluoroforo HEX. Adicional para evaluar el mejor performance dentro de un sistema qPCR
multiple, se disefid cebadores adicionales para la identificacion de Leptospiras evaludndose una
region patdgena del gen de la proteina LipL32 una importante lipoproteina de la membrana externa,
obteniendo una regién de consenso. Las secuencias de la proteina LipL32 se obtuvieron del Protein
Data Bank (PDB) y se alinearon 73 secuencias PDB usando el software ConSurf
(https://consurf.tau.ac.il/). Las secuencias de LipL32 se evaluaron de la misma forma que el gen
Rrs, evitando la formacion de estructuras secundarias entre todas las secuencias del ensayo

maultiple. Analisis posteriores para los genes y secuencias que son parte de la plataforma “gPCR-
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Multiplex FVL” fueron realizados usando gPCR evaluando el rendimiento de amplificacién en
sistema qPCR-Monoplex y gPCR-Multiplex.
Finalmente, se utilizé la herramienta basica de busqueda de alineacion local (BLAST) para evaluar

posibles reacciones cruzadas.

Tabla 3. Cebadores usados en la plataforma “qPCR-Multiplex FVL”.

Agente
infeccioso Gen/
Secuen m GC  Amplicén
cia Secuencia cebadores ({®) (%) (pb)
P.falciparum  Pfr364 PF: GCGACTAGTTCATTCGACTCAGA 58.9 47.8 200
PR: GGAATTGCCACAAGGTTGGAAA 58.4 45.5
P.vivax Pvrd7  PF: GTGGGACTGAATTCGGTTGATT 5743 454 130

PR: TCAAGCAAATACATTCTTACGCGA 58,53 375

Leptospira Rrs
spp. PF: CGGGAGGCAGCAGTTAAGAA 58.04 55 158
PR: ACGTAGTTAGCCGGTGCTTT 57.69 50

Pb, pares de bases. GC%, porcentaje de guanina y citosina. PF, primer forward. PR, primer reverse. Tm,

temperatura de fusion. Los cebadores PF y PR del fragmento Pfr364 fueron reportados previamente [28].

Tabla 4. Sondas usadas en la plataforma “gPCR-Multiplex FVL”.

Sondas de GC Homodim

hidrolisis 5'= Fluoroforo; 3'= Quencher (%) ero Hairpin
Sonda_Pfr364* ROX-ATACCGCTGCATCGCGGTGCA-BHQ2 62 -6.2 -6.2
Sonda_Pvr47 Cy5-TGGGATACGTAACAGTTTCCCTTTCCC-BHQ2 ig -4.8 -3.3
Sonda_Rrs HEX-AACCCTGAAGCAGCGACGCC-BHQ1 65 -2.9 -1.1

GC%, porcentaje de guanina y citosina. *La sonda Pfr364 fue reportada previamente [28]: sin embargo

para la presente plataforma gPCR-Multiplex se uso6 un fluoroforo diferente al ya publicado.
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6.4 Protocolo de optimizacion del gPCR-Monoplex y gqPCR-Multiplex

La optimizacién y evaluacion del gPCR-Multiplex FVL se realizo siguiendo los protocolos de
estandarizacion de The World Organization for Animal Health (WOAH fundada como OIE) para
metodologias qPCRs multiples y una guia internacional de validacion de metodologias qPCR [34,
35]. La estandarizacion del “qPCR-Multiplex FVL” se llevd a cabo usando la mezcla de reaccion

(Luna® Universal Probe gPCR Master Mix Protocol (M3004) | NEB) previamente validado por New

England Biolabs(NEB) para uso en sistemas gPCR-Monoplex y gPCR-Multiplex. Para la
estandarizacion de las reacciones de gPCR se utiliz6 dos termocicladores de PCR en tiempo real:
(i) Sistema de deteccion de CFX96 Touch gPCR Bio-Rad, y un (ii) Sistema de gPCR Thermo
Scientific™ PikoReal™. La estandarizacion se realizo evaluando primero el rendimiento de los
ensayos para cada gen por separado usando qPCR-Monoplex con cada para de cebadores
especificos (Forward y Reverse) y una sonda, seguido de la estandarizacion de los g°PCRs multiples
que involucra a amplificacion de dos (QPCR-Duplex) y tres genes (QPCR-Triplex) en una sola
reaccién. La estandarizacion desarrollo y optimizé los siguientes parametros: (i) Temperaturas de
hibridacion o anillamiento (Ta) de los cebadores, (ii) concentraciones de oligonucleétidos, (iii)
namero de ciclos de PCR, (iv) eficiencia de amplificacion y (v) limite de deteccion (LOD).

En detalle, la estandarizacion de la Ta de los cebadores se llevd a cabo primero por gPCR-
Monoplex para cada gen con el objetivo de evaluar una gradiente de temperaturas de hibridacion
en las que los cebadores y sondas hibridan con la secuencia blanco. Posteriormente se realizd un
andlisis post amplificacidn con el objetivo de evaluar los productos de amplificacion especificos y
posible presencia de productos inespecificos a diferentes temperaturas de hibridacién usando
gPCR de fusion de alta resolucion (High Resolution Melting) [11]. Asi, se evalud los picos de
fusion de cada amplicon sometido a una gradiente de diferentes Ta que oscilaron entre 55y 63 °C
por 30 segundos en donde se inspecciond los picos de fusion de los amplicones. Luego se
determind la Ta dptimo para los tres genes y se verificd la amplificacion por el “gPCR-Multiplex
FVL”.

Se evaluaron diferentes concentraciones de cebadores forward, reverse y sondas que oscilaron
entre 200 y 500 nM. El régimen de ciclaje para la “qPCR-Multiplex FVL”sigui6 una etapa inicial
que se mantuvo constante durante el proceso de optimizacion y consistio en un solo paso de 95 °C

por 60 s seguido de 40 ciclos de un perfil de temperatura en dos etapas de 95 °C durante 15 sy 56
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°C durante 30 s. Los resultados de la qPCR se basaron en las lecturas de fluorescencia tomadas
por el termociclador en tiempo real, que se utilizan para calcular una lectura de referencia para
cada reaccion. Si la sefial fluorescente es lineal y no se observa ningun aumento después de 40
ciclos, se asume que la muestra es negativa. En todas las reacciones de qPCR, el ciclo de
cuantificacién (Cq) fue realizado automaticamente por el sistema de deteccion de PCR en tiempo
real CFX96 (BioRad) utilizando parametros predeterminados. Los valores de Cq representan el
ciclo de PCR en el que la fluorescencia aument6 por encima de un umbral definido para cada
parcela de amplificacion.

En cada ejecucion se incluyeron preparaciones de (i) control positivo con ADN de los tres
patogenos (P.falciparum, P.vivax y Leptospira spp) , (ii) control NTC(non template control) que
es un control sin presencia de ningun fragmento de los tres blancos moleculares de interés, (iii)
control negativo del sistema usando como template agua de PCR y (iv) un control interno para

evaluar la presencia de posibles inhibidores en la reaccion de amplificacion (Anexo 6).

6.5 Sensibilidad analitica y limite de deteccién (LOD)

Para determinar la sensibilidad analitica y LOD del gen Rrs para la identificacién de Leptospiras
patogénicas se utilizaron ADN a partir de las cepas de L. interrogans serogrupo Sejroe y L.
santarosai serogrupo Hebdomadis como extracto de ADNg de las células cultivadas (107
células/ml) (Anexo 1). Para las muestras de referencia de malaria, se utiliz6 ADNg a partir de
sangre total confirmadas positivas para P. falciparum y P. vivax (Anexo 2). Se produjeron
productos de PCR de ADNg para cada gen a partir del ADN extraido y posteriormente purificado.
En detalle la concentracién y calidad de ADN se midid utilizando un espectrofotémetro NanoDrop
One/One (Thermo Fisher Scientific) y los geles de agarosa (Anexo 1-4). Se usaron diluciones
seriadas de amplicones de ADN purificado al décimo (1/10) para obtener las curvas estandares de
cada gen usando el sistema “gqPCR-Multiplex FVL”. Cada curva estandar se construy6 trazando
los valores de Cqg obtenidos frente a una serie de concentraciones crecientes conocidas de acido
nucleico. El numero de copias de ADN de doble cadena (ADNdCc) se expreso usando la siguiente

ecuacion.
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(X ng * 6.022 x 10?>moleculas/mol)
(N x 660 g/mol) * 1x10°ng/g

Numero de copias =

Siendo “X”, la masa de ADN presente en nanogramos(ng), “N” es la es la longitud del amplicon
de ADN en pares de bases (pb) y 660 g/mol es la masa promedio de un pb de ADN.

Para el LOD, se prepararon curvas estandar a partir de las diluciones seriadas del orden 1/10 de
productos de ADN de cada diana molecular. EI LOD se definié como la concentracion minima de
acido nucleico que da un resultado positivo. La sensibilidad analitica se determiné mediante la
eficiencia de amplificacion (E) del ensayo gPCR. La eficiencia de amplificacion se calculé a partir
de la ecuacion expresada a continuacion: Siendo "S”, la pendiente de la curva estandar. Los
criterios considerados para la validacion del ensayo qPCR-Multiplex FVL, fueron la eficiencia de

amplificacion y el coeficiente de determinacion (R?) [34, 35].

E=10"Y5 -1

6.6 Repetibilidad y Robustez

Para el ensayo de repetibilidad, se midieron muestras caracterizadas para cada gen con tres
repeticiones por cada muestra, segun las recomendaciones de la WOAH[34]. Se evalud una
muestra con alta y una muestra con baja carga patdgena. La evaluacion se baso en la medicion
estadistica de la imprecision como la desviacion estandar (DESV) y el coeficiente de variacion
(CV). Para evaluar la robustez de la metodologia “qPCR-Multiplex FVL”, se usaron variables
como: (i) diferentes marcas de mezclas de reaccion qPCR, y diferentes termocicladores gPCR. En
detalle se utiliz6 tres termocicladores de qPCR diferentes, el termociclador GDS Rotor-Gene Q
(Sigma Aldrich), el sistema de PCR en tiempo real Thermo Scientific™ PikoReal™ vy el
termociclador CFX96 (BioRad).
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7. RESULTADOS

7.1 Evaluacion de los nucledtidos y anélisis de especificidad

Los cebadores y las sondas de la plataforma “qPCR-Multiplex FVVL” se disefiaron para amplificar
simultaneamente tres dianas moleculares de, 200 pb de Pfr364, 130 pb de Pvr47, y 158 pb del gen
Rrs para la identificacion molecular de malaria falciparum, malaria vivax y leptospirosis,
respectivamente (Tabla 3 y 4). Con el ADNg de cada microorganismo, se amplifico, cuantifico y
verificd la calidad del ADN usando el espectrofotometro NanoDrop One/One (Anexo 1y 2).
Posteriormente las secuencias de Pfr364, Pvr47 y el gen Rrs fueron amplificados con éxito primero
por PCR convencional obteniéndose productos de PCR de bandas Unicas con los tamafios
esperados (Fig. 1y 2). Adicional se amplifico y purifico los productos de PCR especificos de las

secuencias Pfr364, Pvr47 y del gen Rrs para su posterior uso (Anexo 3).

L Pv: Pv; Pvs Pvs Pf1 Pv
Pf, Pf, Pfa Pfs R 100pb

Figura 1. Controles positivos de ADNg de Pfr364 y Pvr47 de P.falciparum(Pf) y P.vivax(Pv) usando PCR
convencional : Gel de agarosa al 3% de amplicones de Pfr364 de 200pb y Pvr47 de 130pb. 100 pb, marcador
molecular de 100 pares de bases.
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Figura 2. Controles positivos de ADNg de los genes LipL32 y Rrs a partir de cepas de Leptospira
interrogans usando PCR convencional: Gel de agarosa al 3% de amplicones de LipL32 de 170 pb y de Rrs
de 158pb. Llc, L.interrogans (Serogrupo canicola). LIs, L. interrogans (Serogrupo Sejroe). 100pb,
marcador molecular de cien pares de bases. C+, control positivo del Kit de amplificacion de Ultra Pure
TagPCR Mix.

Ninguna de las secuencias de los cebadores y sondas del sistema disefiado para el “gPCR-
Multiplex FVL” mostro reacciones cruzadas, ni formacion de homodimeros, ni heterodimeros
entre todos los oligonucleétidos que forman parte del sistema qPCR-Multiplex propuesto en la

presente investigacion.

Los cebadores forward, reverse de la secuencia Pvrd7 (N° de acceso GenBank U03079.1) fueron
disefiados en la regidn conservada en la posicion 1471 a 1600 y la sonda en la posicién 1514 a
1540. Los cebadores y la sonda Pfr364 para la identificacién de P. falciparum se publicaron
previamente [28] y mostraron un buen rendimiento dentro de nuestra plataforma “qPCR-Multiplex
FVL”, al no formar homodimeros y heterodimeros con los demas cebadores de la plataforma.

Los cebadores y la sonda para identificar Leptospiras patogénicas fueron altamente

discriminatorios y se separaron del grupo de Leptospiras saprofitas. Los cebadores forward,
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reverse del gen Rrs (N° de acceso GenBank: KY092986.1) fueron disefiados en la region
conservada en la posicion 220 a 420 y la sonda en la region 280 a 364, mostrando una identidad
de secuencia del 100 %. Adicional para evaluar el mejor rendimiento de los cebadores y sondas
para la identificacion de leptospirosis usando la plataforma “qPCR-Multiplex FVL”, se disefio
cebadores (N° de acceso GenBank: AY461907.1) para un fragmento de la bacteria que ubica una
region patogena de la proteina LipL32. Las secuencias especificas del gen LipL32 se muestran a
continuacion: Cebador forward, LipL32-F: 5-CCGGACGGTTTAGTCGATGG-3'. Cebador
reverse, LipL32-R: 5-TTTTCTTCTGGGGTAGCCGC-3". Se selecciono la region de la sonda
denominada LipL32-S: 5'-FAM- TGAGCCAGGCGACGGAGACT-BHQ1-3'.

Se verifico la amplificacion por PCR convencional de 170 pb del fragmento de LipL32 mostrando

una banda especifica para las Leptospiras patdgenas (Fig. 2).

Los analisis de especificidad in silico de los cebadores del “gPCR-Multiplex FVL” se determind
primero usando la herramienta BLAST del portal web NCBI, donde no se encontré ninguna
similitud con secuencias no relacionadas a los tres genes involucrados en la amplificacion
simultanea de la plataforma qPCR multiple. Seguido se evaluo la especificidad in vitro analizando
ADNg de Plasmodium malariae, Trypanosoma cruzi, Leishmania spp., Trichomonas tenax, y
Escherichia coli, no detectando amplificacion usando la plataforma “gPCR-Multiplex FVL”
(Tabla 2). Adicional, se evalu6 ADNg de 4 controles negativos a malaria y leptospirosis, no

detectando amplificacion (Fig. 3).
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Figura 3. Amplificacion de ADNg de controles negativos para malaria y leptospirosis. CP: Control

positivo. CE: control de especificidad. Fluoroforos: HEX, Cy5 y ROX. Pf: P.falciparum. Pv: P. vivax.
Lepto: Leptospira spp.
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7.2 Optimizacion de parametros analiticos

Se evaluo la gradiente de temperaturas de hibridacion (Ta) en el rango de 55 a 63 °C usando qPCR,
verificando una amplificacion positiva para Pfr364, Pvrd7 y Rrs en todo el intervalo de Ta
analizadas (Fig. 4 y 5). Seguidamente se analizé los picos de fusion aplicando las Ta de 55 °C a
63 °C con el objetivo de analizar los productos de PCR de cada gen usando qPCR-HRM (Fig. 1).
El andlisis post amplificacion de los picos de fusion muestra un solo pico de fusion para Pfr364 y
Rrs a las Ta de 55 a 57 °C (Fig. 4A). Por otro lado, para el amplicn de Pvr47, se detectd la
formacion de un pico bien definido a una temperatura de fusion (Tm) de 82.5 °C y la formacién
de un segundo pico de fusion a un Tm de 77 °C que aumenta ligeramente en tamafio a Ta mayores
de 58 °C (Fig. 4B). Asi, se verifico la presencia de este segundo pico de fusion para Pvr47 en el
intervalo de temperaturas de hibridacion de 58 a 63 °C (Fig. 4B). Sin embargo, como se observa
en la Fig. 4B para Ta menores de 57 °C dicho pico de fusiéon (Tm = 77 °C) disminuye en tamafio.
Asi, para las Ta en el rango de 55 a 57 °C se verifica la formacion de un Unico pico de fusion
definido para los tres genes, lo que resulta éptimo para un ensayo de qPCR-Multiplex. Asi, para
posteriores andlisis la temperatura de 56 °C, fue seleccionada como la Ta adecuado para amplificar
simultdneamente las secuencias Pfr364, Pvr47y el gen Rrs usando la plataforma “qPCR-Multiplex

FVL” propuesta en la presente investigacion (Fig. 5).
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Figura 4. Gradiente de temperaturas de hibridacion desde 55 a 63 °C analizado por picos de fusion de amplicones de Pfr364
para P. falciparum (Pf), Pvr47 para P. vivax (Pv) y Rrs para Leptospira spp. (Ls) usando HRM- gPCR.
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Figura 5. Picos de fusion de amplicones del gen Rrs para Leptospira spp. (a: curva verde), Pvr47 para

P. vivax (b: curva parpura) y Pfr364 para P. falciparum (c: curva naranja) usando qPCR-HRM a 56 ° C
de temperatura de hibridacion.

7.3 Sensibilidad de deteccién de gPCR- Monoplex y gPCR- Multiplex

La sensibilidad analitica para la identificacion de Leptospira spp., fue analizada primero usando
gPCR-Monoplex amplificando por separado los genes Rrs y LipL32 con el objetivo de evaluar el
mejor performance de amplificacion de cada gen y su posterior desempefio usando el sistema
gPCR multiple. EI gen Rrs mostr6 una mayor sensibilidad analitica en comparacion con el gen
LipL32, obteniendo una mayor sensibilidad (Tabla 5).
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Tabla 5. Limite de deteccién (LOD) amplificado por gPCR-Monoplex para los genes Rrs 'y
LipL32 de identificacion de Leptospira spp.

Valores de Cq de diluciones seriadas en funcion a células/mL

Patégeno Gen 107 106 108 10* 10° 102 10t 10°
LipL32 186  21.92 2506 29 3452(LOD)  neg -
Leptospira spp. Rrs 18.34 21.6 25.03  28.54 32.25 35.61 37.75(LoD) M€Y

Seguidamente se evalud el rendimiento usando qPCR-Duplex para la identificacion simultanea de
Leptospira spp. (LipL32 y Rrs) y P.vivax(Pvr47) con las siguientes combinaciones de dianas
moleculares: (i) Rrsy Pvr4d7,y (ii) LipL32 y Pvr47; mostrando ambos amplicones definidos usando
gPCR-Duplex para Rrsy Pvrad7 (Fig. 6). Contrariamente la amplificacion usando gPCR-Duplex
para LipL32 y Pvr47 amplifica solo el gen LipL32 mas no Pvr47. Asi, el gen Rrs fue seleccionado
para la identificacion de Leptospira usando nuestra “qPCR-Multiplex FVL”. Estos resultados se
ven reforzados por el uso del gen Rrs como un blanco molecular ventajoso y ampliamente usado
que permite la deteccion de Leptospiras patogenas [10, 23]. Adicional se realizé un ensayo qPCR-
Duplex mostrado en la Fig. 7, para la identificacion de Leptospira spp (Rrs), P. falciparum
(Pfr364) y P.vivax (Pvr47) con las siguientes combinaciones de dianas moleculares: (i) Pfr364 y
Pvr47 (P .falciparumy P. vivax), (ii) Pvr47 y Rrs (P. vivax y Leptospira spp.), y (iii) Pfr364 y Rrs
( P. falciparum y Leptospira spp.)
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Figura 6. Productos de amplificacion del gPCR-Monoplex y qPCR- Duplex para Leptospira spp. (genes de amplificacion:
Rrsy LipL32) y P. vivax (Secuencia de amplificacion: Pvr47) analizado por electroforesis de gel de agarosa al 3%. Gréfica

inferior muestra las curvas de amplificacion del qPCR-Duplex amplificando LipL32 y Pvr47. M: marcador de 50 pb.
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Figura 7. Curvas de amplificacién usando gPCR-Duplex para las siguientes combinaciones de dianas
moleculares: A) gPCR-Duplex para Rrs (Leptospira spp.) y Pvrd7(P. vivax). B) gPCR-Duplex para Rrs 'y Pfr364
(P. falciparum). C) qPCR-Duplex para Pfr364 y Pvr47. Leptospira spp (Ls, curvas verdes), Plasmodium vivax

(Pv, curvas moradas) y P. falciparum (Pf, curvas naranjas). RFU: Relative Fluorescence Units.

28



Como muestra las curvas de amplificacion usando el qPCR-Duplex se verifico la amplificacion
simultanea multiple para todas las combinaciones que involucran a las dianas moleculares
seleccionados como parte del ensayo “gPCR-Multiplex FVL” propuesto en la presente
investigacion (Fig. 7).

Las concentraciones entre 200 y 400 nM de cada pareja de cebadores fueron evaluadas primero en
el formato gPCR-Monoplex y seguidamente fue reevaluado y analizado usando el “qPCR-
Multiplex FVL” como se muestra en la figura 8. En resumen, la reaccion final del “qPCR-
Multiplex FVL” se bas6 en un volumen de reaccién total de 25,0 pl. Las concentraciones finales
de cebadores y sondas comprende una concentracion de 400 nM de cebadores de Pfr364 y 500 nM
de la sonda Pfr364 marcada con el fluoroforo ROX para la identificacion P. falciparum, 400 nM
de cebadores de Pvr47 y 200 nM de la sonda Pvr47 marcada con Cy5 para la identificacion de
P.vivax. Para la identificacion de Leptospira spp., se usé 200 nM de cebadores Rrs con 200 nM de
la sonda Rrs marcada con el fluoroforo HEX. Dichas concentraciones finales resultaron en el mejor
rendimiento experimental en el formato “qPCR-Multiplex FVL” propuesto en la presente
investigacion  (Fig.8-111). Finalmente, el ensayo “gPCR-Multiplex FVL” identificd
simultaneamente con éxito los tres patdégenos en una sola reaccién (Fig. 9) y sin pérdida de
sensibilidad debido a la multiplexacion (Tabla 6). Importante de destacar con las condiciones
finales optimizadas no se obtuvieron diferencias significativas en los valores de Cq del qPCR-
Monoplex y gPCR-Multiplex tal como se observa en la Tabla 6, aunque se observo una ligera
disminucion en la fluorescencia en las curvas de amplificacion usando el gPCR-Multiplex; pero

sin modificacion de los valores de Cq (Fig. 10).
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Figura 8. Optimizacién de concentraciones finales de cebadores y sonda para el formato “qPCR-Multiplex
FVL” para la deteccion de Leptospira spp. (L), P. vivax (Pv) y P. falciparum (Pf) en varias concentraciones
de cebadores visualizado en gel de agarosa al 3%. PF: Primer forward. PR: Primer reverse. I: 0.6 nM (PFy
PR de Leptospira spp.), 0.4 nM (PF y PR de P.vivax), y 0.4 nM (PF y PR de P.falciparum) . Il: 0,4 nM (PF
y PR de Leptospira spp.), 0,4 nM (PFy PR de P.vivax) y 0,4 nM (PF y PR de P.falciparum). 111: 0.2nM (PF
y PR de Leptospira spp.), 0.4 nM (PF y PR de P.ivax) y 0.4 nM (PF y PR de P.falciparum). Las
concentraciones de ADN purificado de P. falciparum y P.vivax se mantuvieron constantes , mientras que el
ADN de Leptospira fue diluido en el orden de 1/10 correspondiendo a las diluciones de 10 a 10° (a hacia

d) de izquierda a derecha para la amplificacion de Leptospira.
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gPCR-Multiplex

Figura 9. Curvas de amplificacion del “qPCR-Multiplex FVL” de Leptospira spp. (L), P. vivax (Pv) y
P.falciparum(Pf). El gréafico insertado muestra los amplicones para el gPCR mudltiple en un gel de agarosa
al 3% donde la primera columna representa el marcador de 50 pb, la segunda y la tercera columna se usaron
diferentes concentraciones de ADN template representando diferentes concentraciones de controles
positivos, con las tres dianas moleculares (Pfr364, Pvr47, Rrs) amplificados en una sola reaccion.
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Figura 10. Curvas de amplificacion usando gPCR-Monoplex(a) y gqPCR-Multiplex FVL (b) para Rrs.

(curvas verdes), Pvr47(curvas moradas) y Pfr364 (curvas naranjas).
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7.4 Sensibilidad analitica

La concentracion stock de amplicones purificados para la obtencidn de las curvas estandares fue
de 55 ng/ul, 42,5 ng/ul y 54,5 ng/ul para las secuencias Pfr364(P.falciparum), Pvr47(P.vivax) y el
gen Rrs(Leptospira spp.), respectivamente (Anexo 3). Para la construccion de las curvas estandares
se amplifico las diluciones seriadas de 1/10 de amplicones purificados de cada diana (Fig. 11). Se
realiz6 un analisis de regresion lineal con los datos del ensayo qPCR con el objetivo de calcular la
eficiencia de amplificacion (E) y el coeficiente de determinacion (R?) de cada diana usando los
valores cuantitativos extraidos a partir de las curvas de amplificacion del qPCR-Monoplex y del
gPCR-Multiplex FVL (Fig. 12).

En la Fig. 12 se muestra el analisis de regresion lineal para cada gen para determinar la E y R%. En
resumen, la amplificacion de cada gen fue evaluada usando el “qPCR-Multiplex FVL” versus el
gPCR-Monoplex y fue realizado en 3 réplicas para cada dilucion seriada. Como se muestra en la
figura 8, el analisis de regresion utilizando el “qPCR-Multiplex FVL” mostro valores de eficiencia
de amplificacion de 93 % para Pfr364(P.falciparum), 106 % para Pvr47( P.vivax) y 102.5 % para
Rrs( Leptospira spp.) con valores de R? > 0,997. Los valores de eficiencia usando el gPCR-
Monoplex fueron 94,3 % para Pfr364, 97.3 % para Pvr47 y 98.5 % para Rrs con valores de R? >
0.999.
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Figura 11. Curvas de amplificacion para Rrs (A), Pvr47 (B) y Pfr364 (C) usando la plataforma “gqPCR-Multiplex
FVL”. Cada curva de amplificacién corresponde a la dilucién de amplicones de ADN de 10° a 10® (a hacia d). Se
realizaron tres réplicas por punto de dilucion, representadas por las curvas superpuestas para cada dilucion. Lepto:

Leptospirosis spp. Pv: P. vivax. Pf: P. falciparum.
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Figura 12. Curva estandar de Pfr364 (ROX), Pvr47 (Cy5) y Rrs (HEX). Anélisis de regresion lineal usando
las plataformas qPCR-Monoplex (A) y gPCR-Multiplex FVL (B). Eficiencia de la amplificacion(E) y
Coeficiente de determinacion (R?) fueron obtenidos de la regresion lineal de cada gen.
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Tabla 6. Valores de Cq comparativo usando “qPCR-Multiplex FVL” y gqPCR-Monoplex

Valores de Cq de diluciones seriadas
(1/10) de ADN

[ Amplicones
de ADNJ*
Pat6geno ng gPCR 10° 10° 107 108

Multiplex 175 20.3 23.8 27.6

P falciparum(Pfr364) 100 Monoplex 168 204 23.6 27.3
Multiplex 17.5 20.9 24.1 27.1

P.vivax (Pvr47) 85 Monoplex 17.7 205 23.9 27.1
Multiplex 16.7 20.1 235 26.5

Leptospira spp (Rrs) 109 Monoplex 16.6 20.0 23.3 26.0

* Cantidad de ADN stock
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7.5 Repetibilidad y Robustez

La Tabla 7 muestra una buena repetibilidad de los resultados, con un coeficiente de variacion (CV)
< 0,6 % para muestras con carga alta y CV < 0,1 % para muestras con carga baja de patdgenos.

El rendimiento de la amplificacion simultanea usando el “qPCR-Multiplex FVL” mostr6 el mismo
patron de amplificacion sin verse afectado por las variables evaluadas. Los resultados muestran
valores de Cq relativos para la misma muestra analizada usando diferentes termocicladores (datos

no mostrados).

Tabla 7. Ensayo de repetibilidad para el “qPCR-Multiplex FVL”.

Tipo de
Patégeno muestras Media (X) DESV CV (%)
P.falciparum Carga alta 16.93 0.10 0.6
Carga baja 25.42 0.03 0.1
P.vivax Carga alta 17.6 0.10 0.5
Carga baja 33.16 0.005 0.01
Leptospira spp. Carga alta 16.7 0.05 0.3
Carga baja 34.9 0.03 0.08

DESV, desviacion estandar. CV, coeficiente de variacion. Media(X)= Cq promedio.
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7.6 Limite de deteccion (LOD)

El LOD para un ensayo de gPCR es la concentracion minima de acido nucleico que arroja un
resultado positivo [34]. Para determinar el LOD, se construyeron curvas estandar con los
amplicones de ADN purificados para cada diana (Pfr364, Pvr47 y Rrs) usando diluciones seriadas
del blanco oscilando entre 629 y 0.63 copias para Leptospira spp., de 596 a 0.06 copias para
P.vivax y de 456 a 0.46 copias para P.falciparum (Anexo 4). Los valores de ciclo umbral (Cq) de
37.16, 37.77'y 39.54 (Cq <37.16, Ct <37.77, Ct <39.54) se utilizaron para definir la positividad en
la identificacion de las concentraciones minimas de Pfr364, Pvr47 y Rrs, respectivamente (Tabla
8). Mediante el uso de un analisis de regresion probit basado en una escala logaritmica, fue posible
demostrar que el ensayo del “qPCR-Multiplex FVL” present6 un 95 % de probabilidad de detectar
niveles tan bajos como 0.46 copias de Pfr364, 0.06 copias de Pvr47 y 0.63 copias de Rrs para

P.falciparum, P.vivax y Leptospira spp, respectivamente (Anexo 4).

La positividad a la minima concentracion de acido nucleico analizado cuantitativamente con los
valores de Cq se verifica graficamente con las curvas de amplificacion de las diluciones seriadas

de ADN para cada diana molecular involucrada (Anexo 5).
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Tabla 8. Limite de deteccion (LOD) por diana molecular usando el “qPCR-Multiplex FVL”.

Valores de Cq de diluciones seriadas de amplicones de ADN

Pat6geno (Secuencia/ [ADN] Numero de

Gen) (2u copias(2ul) 10° 10 10™ 1012 101 101

P.falciparum(Pfr364) 100 ng 4.56x 10! 31.25 35.12 36.82 37.16% neg -

P.vivax(Pvr47) 85ng 5.96 x 10™ 29.94 3341 35.26 36.67 37.77* neg
Leptospira spp(Rrs) 109 ng 6.29x 10" 3155 3472 36.71  39.54* neg -

Dilucién seriada de 1/10 de amplicdn de ADN purificado de P. falciparum-Pfr364, P. vivax-Pvr47 y Leptospira spp-Rrs amplificado
usando el “gPCR-Multiplex FVL”. *LOD
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8. DISCUSION

La presente investigacion, desarrollo y estandarizé un “gPCR-Multiplex FVL” altamente sensible
para la deteccion simultanea de P.falciparum, P.vivax y Leptospira spp. Dicha plataforma
propuesta en la presente investigacion, amplifica con éxito las tres dianas moleculares; Pfr364,
Pvr47, Rrs cumpliendo los criterios establecidos para validar metodologias de PCR en tiempo real
[34, 35]. La estandarizacion de dicha plataforma maltiple comprendio la evaluacion y analisis de
rendimiento analitico, sensibilidad, especificidad, asi como la reproducibilidad y la repetibilidad.
Dentro de los criterios a seguir, se dio especial atencion a evaluar puntos criticos como: (i)
formacion de productos de PCR inespecificos, (ii) amplificaciones preferenciales en presencia de

multiples cebadores, y (iii) evitar la disminucién de la sensibilidad debido a la multiplexacion.

La especificidad analitica usando el “qPCR-Multiplex FVL” fue evaluada usando diferentes
microorganismos. Asi, no se detect6 reacciones cruzadas, de especies relacionadas tales como P.
malariae, P.ovale, P. knowlesi, Escherichia coli, Leishmania spp., Trypanosoma cruzi, y
Trichomonas tenax. Se evaluaron en detalle una gradiente de temperaturas de hibridacién (Ta) que
permitio la amplificacion de los tres blancos moleculares en una sola reaccion usando el “gPCR-
Multiplex FVL”. Asi, con el objetivo de evaluar la Ta idoneo de amplificacion, se hizo un anélisis
mas estricto post amplificacion de los amplicones por cada diana usando el gPCR de fusién de alta
resolucion (gPCR-HRM). Asi, se seleccion6 la Ta que mostr6 un dnico pico de fusion
caracteristico para cada gen. Dicho Ta fue capaz de amplificar los tres genes en un solo tubo de

reaccion usando nuestra plataforma “gPCR-Multiplex FVL” (Fig. 5).

Para abordar la posible ocurrencia de amplificaciones preferenciales usando la plataforma “gPCR-
Multiplex FVL”, la estandarizacion abordo la optimizacién por etapas, que involucrd primero la
evaluacion usando el gPCR-Monoplex, seguido por el gPCR-Duplex y gPCR-Multiplex
consecutivamente. Asi, se detectdé una amplificacion preferencial usando el gPCR-Duplex de la
secuencia Pvr47 sobre el gen LipL32. Es importante destacar que la amplificacion por qPCR-
Monoplex de cada diana Pvr47 y LipL32 por separado, dio como resultado los tamafios esperados
y que dicha amplificacion preferencial solo se observo usando el sistema gPCR-Duplex (Fig. 6).

Asi, para el proceso de estandarizacion que involucra la identificacion de Leptospira spp., en
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nuestra plataforma se optd por el disefio de cebadores y una sonda de un fragmento del gen
ribosomal Rrs (16S ARNr), altamente conservado y que ha sido ampliamente usado con éxito para
la deteccion de Leptospiras patogénicas en sistemas gPCR validados previamente[10, 23, 26]. La
eleccion de una nueva diana molecular (Rrs) altamente conservado se hizo con el fin de fomentar

la igualdad de amplificacion de diferentes genes en una sola reaccion.

La ocurrencia de una amplificacion preferencial en plataformas gPCR mudltiples es poco probable,
pero puede ocurrir debido a diferentes mecanismos de seleccidon que explican la preferencia en
amplificacion como propiedades inherentes del blanco y de las secuencias que lo flanquean [36,
37]. En tal sentido se necesita estudios mas esclarecedores para identificar los factores
responsables de una mayor eficacia vinculante entre los cebadores y la diana molecular a

amplificar.

Referente a la disponibilidad de otras plataformas gPCR mudltiples que identifiqguen malaria o
leptospirosis hasta la actualidad se tiene disponible diferentes ensayos de gPCR-Monoplex y
gPCR-Multiplex para identificar P. falciparum, P. vivax, P. malariae y P.ovale [8, 9, 11, 13, 19,
25, 28] , asi como las principales especies de Leptospiras patogénicas [10, 23, 27] . Importante de
mencionar que el desarrollo de algunas de las plataformas multiples para cada infeccion por
separado, reportaron una disminucion de la sensibilidad del gPCR multiple debido a la
multiplexacion. Adicional, se report6 problemas con la diferenciacion de P. vivax y P. knowlesi en
una sola reaccion [11]. En tal sentido, la estandarizacion de un sistema qPCR-Multiplex, sin
disminuir la sensibilidad de amplificacion debido a la multiplexacion es uno de los principales
obstaculos a superar. Notablemente, la presente investigacion consiguio desarrollar y estandarizar
de manera exitosa un sistema denominado “gPCR-Multiplex FVVL” que identifica simultdneamente
las especies mas prevalentes de malaria en las Américas y el grupo de Leptospiras patogénicas, sin
comprometer o disminuir la eficiencia de amplificacion debido a la multiplexacion. Asi, la
diferencia entre las eficiencias de amplificacion, obtenidas para Pfr364, Pvr47 y Rrs usando
nuestra plataforma “qPCR-Multiplex FVL” versus el gPCR-Monoplex, no superé el 13 % en las
secuencias y genes evaluados cumpliendo uno de los principales criterios para validar un ensayo

gPCR-Multiplex acorde con guias internacionales de validacion [34, 35].

Importante de resaltar que hasta la fecha, ninguna metodologia gqPCR multiple fue desarrollada

para la deteccion multiple y simultanea de P. falciparum, P.vivax y Leptospira spp., en una sola
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reaccién. Por lo tanto, teniendo en cuenta que la prevalencia de malaria y leptospirosis puede
presentarse como mono infeccion, infecciones mixtas y también como coinfeccion en zonas
endémicas[14], el ensayo “gPCR-Multiplex FVL” resulta prometedor en su desarrollo y uso por
ser de gran ayuda para un diagnostico y tratamiento oportuno de la malaria y leptospirosis en PerQ.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion nos entregan una metodologia “gPCR-
Multiplex FVL” prometedora para la identificacion de malaria falciparum, malaria vivax y
leptospirosis usando secuencias repetitivas de copias multiples del tipo subteloméricas con un
LOD menor a una copia por gen. Pfr364, Pvr47 y Rrs son secuencias de copias multiples que estan
presentes en 41, 14 y 2 copias por genoma de P. falciparum, P.vivax, y Leptospira spp.,
respectivamente por lo que son dianas moleculares propuestas previamente para obtener una mejor
sensibilidad. Nuestra plataforma “qPCR-Multiplex FVL” usando las secuencias Pfr364 y Pvr47
consiguiod detecciones de P. falciparum y P.vivax con un limite de deteccion menor a 0.1 paréasitos/
pl y 0.315 parasitos/ pl de Leptospira spp (Anexo 4). Teniendo en cuenta que Plasmodium se
detectan de forma rutinaria a niveles de 1 a 10 parasitos/pl usando el 185 ARNr gPCR[13], se
corrobora una alta sensibilidad de nuestra plataforma con resultados prometedores para la
deteccion de infecciones de baja densidad. Importante de resaltar que nuestros resultados usando
dianas subteloméricas de copias multiples son respaldados con estudios previos donde validaron
detecciones ultrasensibles de P.vivax y P.falciparum alcanzando un limite de deteccion de 0.03 a
0.15 parasitos / ul en sangre usando dianas como Pfr364, Pvrd7,y TARE-2 [9, 13, 21].
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9. ESTUDIOS FUTUROS

Para conocer la sensibilidad y especificidad de la plataforma “qPCR-Multiplex FVL”, estudios en
campo deben ser abordados con un n muestral significativo que abarque un muestreo aleatorio de
diferentes regiones endémicas para Malaria y Leptospirosis en Peru. La evaluacion inter
laboratorio y evaluacion en ciego usando nuestra plataforma seguirian el proceso de validacion en
campo acorde con guias de validacion de metodologias qPCR [35]. EIl tipo de muestra
recomendado para los estudios de campo es el uso sangre total de pacientes que cumplan las
definiciones de SFA siguiendo los siguientes criterios de inclusion[1] : (i) mayor igual a 12 afios,
(ii) temperatura mayor a 37.5 °C por mas de tres dias, sin signos de foco infeccioso definido ( tipo
infecciones estomacales, faringitis, heridas cutaneas y otros), (iii) residencia por mas de dos
semanas en las areas de estudios, y (iv) dispuesto a permitir el uso de sus muestras para futuros

estudios que abarquen SFA.
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10. CONCLUSIONES

1. Los mejores resultados de la plataforma “qPCR-Multiplex FVL” después de ser
estandarizada para un volumen de reaccion total de 25ul fueron: 400 nM de cebadores
Pfr364 con 500 nM de sonda Pfr364 para la identificacion de P.facilparum, 400 nM de
cebadores Pvr47 con 200 nM de sonda Pvr47 para la identificacion de P.vivax, 200 nM de
cebadores Rrs y 200 nM de sonda Rrs. Con un régimen de ciclaje de 40 ciclos a 95 °C por
15 sy una Ta de 56 °C por 30s.

2. El limite de deteccion obtenido usando la plataforma “qPCR-Multiplex FVL” amplifico
hasta 0.46 copias de Pfr364 para P.falciparum, 0.06 copias de Pvr47 para P.vivax, y 0.63

copias de Rrs para Leptospira spp.

3. El andlisis de regresion utilizando el “qPCR-Multiplex FVL” mostro valores de eficiencia
de amplificacion de 93 % para Pfr364 (P.falciparum), 106 % para Pvr47 ( P.vivax) y 103
% para Rrs ( Leptospira spp.) con valores de R? > 0.997; lo que demuestra la capacidad de
la presente plataforma para amplificar eficientemente las tres dianas a pesar del formato de

multiplexacion.
4. No se detectd ninguna reaccion cruzada, con Plasmodium malariae, Escherichia coli,

Leishmania spp., Trypanosoma cruzi, y Trichomonas tenax usando la plataforma “gPCR-
Multiplex FVL”.
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12. ANEXOS

Tabla 9. Concentracion y calidad de ADN gendmico de cepas patogénicas de Leptospira spp.

Anexo 1

Cepa Serogrupo [ADN] Ratio Azs0  Nominacion
) | A 280
Leptospira ng/ul INS
Leptospira santarosai Hebdomadis 11,3 1,94 Cepa 16
(LS)
Leptospira interogans, Canicola 12,7 1,93 Cepa 8
(Ll
Leptospira interogans Serogrupo 11,7 1,95 Cepa 6
Sejroe
(Lls)
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Anexo 2

Tabla 10. Concentracion y calidad de ADN genomico de controles positivos de P. falciparumy

P. vivax
ADNg Tipo de muestra [ADN] Ratio
ng/ul (Az60/ A 280)
P.falciparum (1) Sangre total 19,8 1,95
P.falciparum (2) Sangre total 20,15 1,96
P.falciparum (3) Sangre total 12,72 2,04
P.vivax (1) Sangre total 21,94 1,93
P.vivax(2 Sangre total 14,4 1,91

49



Anexo 3

Tabla 11. Amplicones de Pfr364, Pvr47y Rrs.

Producto de PCR Longitud | [ADN [ADN [ADNusado] NUmero de
de ADN | Amplificado] copias de
(pb) Purificado] (2}1') ADN(2|J.|)
(OD2601280)
(OD260/280)
Pfr364(P.falciparum) 200 670  ng/ul | 55 ng/ul 110ng 4.562x10"
(1.12)
(1.90)
Pvr47(P.vivax) 130 680 ng/ul | 425 ng/ul | 85 ng 5.96 x10M
(1.2) (1.94)
Rrs (Leptospira spp) 158 700 ng/ul | 54.5 ng/ul | 109 ng 6.29 x10!
(1.13) (1.91)

Las concentraciones iniciales de amplicon de ADN para cada gen se alcanzaron mediante PCR

convencional utilizando los cebadores especificos para cada gen. y posteriormente se purificaron. Se

agregaron 2 pl de ADNdc por reaccion.
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Anexo 4

Tabla 12. Limite deteccion (LOD) en funcion al nUmero de copias por secuencia/ gen

Orden de Dilucion P. falciparum-Pfr364
Pfr364 NUmero de copias
(1/10) Pfr364 (Cq)
10° 456 31.25
10 45.6 35.12
10t 4.56 36.82
102 0.456 (LOD)* 37.16
Orden de Dilucion P. vivax-Pvra47
Pvrd7 ! i
(1/10) Nume;?/gf;oplas (Ca)
10° 596 29.94
10°1° 59.6 33.41
10t 5.96 35.26
102 0.596 36.67
1013 0.0596 (LOD)* 37.77
Orden de Dilucion Leptospira spp-Rrs
Rrs ! i
w10) NumeroR(ere copias (Ca)
10° 629 31.55
1010 62.9 34.72
0™ 6.29 36.71
1012 0.629 (LOD)* 39.54

Diluciones seriadas de 1/10 de amplicones de ADN purificado de P. falciparum-Pfr364, P. vivax-
Pvrd7 y Leptospira spp-Rrs amplificado por “qPCR-Multiplex FVL”. * LOD equivalente en
paréasitos/ pl: 0.01 de P.falciparum, 0.004 de P.vivax y 0.315 de Leptospira spp.
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Anexo 5

Amplification

1600 T
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Figura 12. Limite de deteccion para el gen Rrs (A), Pvr47 (B) y Pfr364 (C) amplificados por gPCR-
Multiplex. Cada grafico representa la curva de amplificacion de diluciones de amplicones de ADN
purificado en el orden de dilucion de 1/10.
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Anexo 6

Tabla 13. Controles de PCR

sistema

Control Patdgeno Carga de Lepstopira / Cq
Concentracion

Control positivo 1 Leptospira Interrogans | 10 7 células por mililitro | 25.32
Serogrupo: Canicola

Control positivo 2 Leptospira Interrogans | 10 7 células por mililitro | 28.03
Serogrupo: Sejroe

Control positivo 3 Leptospira Santarosai 10 " células por mililitro | 24.22

Control Interno Leptospira Interrogans | 10* células por mililitro 33.94
Serogrupo: Sejroe

Control Positivo | Plasmodium vivax 14,40 ng/ul 26.41

Control Positivo | Plasmodium falciparum | 12.72 ng/ul 22.16

Control ambiental* - - No amplifico

Control negativo de - - No amplifico

*Control ambiental. Para evaluar contaminacion ambiental dejando el tubo eppendorf destapado

durante todo el proceso de manipulacion y colocacion de los reactivos y template.
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