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RESUMEN

El diagnéstico temprano y especifico es uno de los principales objetivos en
las estrategias para el control de la malaria.

El presente estudio evaltia la tecnologia de amplificacion isotérmica
mediada por bucle (LAMP del inglés Loop-mediated isothermal amplification),
validando un sistema comercial y desarrollando un sistema LAMP colorimétrico
“in house” empleando secuencias de genes multicopia para la deteccion de
Plasmodium vivax y de Plasmodium falciparum mediante la visualizacion directa
del cambio de coloracion del indicador rojo neutro de amarillo a fucsia en las
reacciones positivas.

Los limites de deteccion (LOD del inglés Limit of detection) de las pruebas
desarrolladas se estimaron entre 2.4 y 3.7 parasitos/ul de sangre. El mejor
desempefio para la deteccion de P. vivax, fue obtenido con el blanco de
amplificacion COX1, mientras que el disefio con el blanco de amplificacion Pfir364
fue el mas especifico para la deteccion de P. falciparum.

En el diagnostico para P. vivax y P. falciparum, los resultados empleando
sangre entera indican que el LAMP colorimétrico “in house” puede detectar entre
el 36,6 y 80.2 % de infecciones submicroscopicas. La méaxima capacidad de
deteccion se logréo empleando ADN purificado con filtros de silice; sin embargo,
una preparacion rapida de la muestra (Hervido y Centrifugado), mostro resultados
tan confiables como los obtenidos por microscopia en muestras de sangre entera o
sangre impregnada en papel filtro.

PALABRAS CLAVES

Malaria, LAMP, Diagnéstico molecular, Amplificacion isotérmica.



ABSTRACT
Early and specific diagnosis is one of the main objectives in malaria control

strategies.

The present study assesses Loop-mediated isothermal amplification
(LAMP) technology, validating a commercial system and developing an in-house
colorimetric LAMP system using multicopy gene sequences to detect Plasmodium
vivax and Plasmodium falciparum with direct visualization of the color change of

the neutral red indicator from yellow to fuchsia in the positives reactions.

The limits of detection (LOD) of the test developed were estimated to be
between 2.4 and 3.7 parasites/pul of blood. The best performance for the P. vivax
detection was obtained with the COX1 amplification target, while the design with
the Pfr364 amplification target was the most specific for P. falciparum detection.

In the P. vivax and P. falciparum diagnosis, the results using whole blood
sample indicate that the colorimetric LAMP in-house can detect between 36.6 and
80.2% of submicroscopic infections. The maximum detection capacity of
colorimetric LAMP in-house was achieved using purified DNA with silica filter;
however, a rapid sample preparation (Boil & Spin) showed result as reliable as those

obtained by microscopy in samples of whole blood or blood impregnated on filter

paper.

KEY WORDS

Malaria, LAMP, Molecular Diagnostic, Isothermal amplification.



I INTRODUCCION

La eliminacién y control de la malaria a nivel mundial ha logrado grandes
avances en las dos primeras décadas del siglo XXI. Sin embargo, la morbilidad
sigue siendo alta en regiones tropicales y subtropicales de todo el mundo [1].

Los reportes de casos del sistema de vigilancia de malaria en el Perti han
mostrado una tendencia decreciente, con zonas de alta y baja transmision en areas
periurbanas y en mayor grado en areas rurales [2].

Durante el 2021 la region de Loreto notifico el 85.5% (15096 /17657) de los
casos de malaria, de los cuales el 77.2% (11659/15096) fueron infecciones por
Plasmodium vivax y el 22.8% (3437/15096) fueron infecciones por Plasmodium
falciparum [2]. Estos casos corresponden al diagnostico microscopico, no
cuantificandose los casos que quedan sin diagnosticar por su nivel de parasitemia
submicroscopica (subpatente) y los casos que no ocasionan sintomas
(asintomaticos) porque estas personas no acuden a un centro de salud en busqueda
de diagnodstico y tratamiento. Diversos estudios han indicado que los casos
asintomaticos y subpatentes superan al nimero de casos de infecciones patentes o
diagnosticadas por microscopia [3 -7].

Desafortunadamente para las areas rurales y remotas, el acceso a un centro
de atencion primaria puede demorar de 1 a 5 dias [8], y el diagnostico de malaria
por microscopia no siempre tiene buenas condiciones de calidad debido a que los
centros de salud rurales frecuentemente presentan un mayor deterioro de los
microscopios y la capacitacion de los técnicos de laboratorio no es constante como

en regiones mas proximas al area urbana.



De esta manera, el diagnostico en los centros de atencion primaria de salud
se apoya en Pruebas de Diagnostico Rapido (PDR) que por tener la misma
sensibilidad diagnostica que la microscopia es de utilidad solo cuando la
microscopia no puede desarrollarse en 6ptimas condiciones [11].

Bajo este contexto, el Ministerio de Salud ha desarrollado el “Plan malaria
cero” desde el 2017 enfocandose en el control de la malaria en la regién Loreto
procurando mantener una capacitacion constante del personal de los centros de
salud primario para lograr un diagndstico por microscopia Optimo y tratamiento
oportuno [12].

Las actividades de control del vector transmisor, de capacitacion del
personal de salud y de busqueda activa mediante barridos hematoldgicos,
permitieron que el “Plan malaria cero” logre una reduccidén importante en el nimero
de casos reportados y para reforzar este avance contra la malaria se ha puesto en
marcha el “Plan hacia la eliminacion de la malaria en el Peru 2022-2030”, que
propone con mayor énfasis el uso de diagnostico molecular.

El diagnostico molecular de la malaria mediante Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR), empleando PCR en tiempo real o PCR cuantitativo (QPCR)
podria cambiar el panorama epidemioldgico debido a su alta sensibilidad [11]. Sin
embargo, por sus requerimientos tecnoldgicos no estan disponibles para ser

aplicados en el diagndstico en puestos de atencion primaria.

Bajo esta perspectiva y a la busqueda de una herramienta molecular que
acompafie al diagnostico microscopico de la malaria, es necesario promover el

desarrollo, la evaluacién, implementacion y adaptacion de métodos moleculares



simples, como la técnica de amplificacion isotérmica mediada por bucle (LAMP

abreviacion del inglés: Loop-mediated isothermal amplification).

El presente estudio se enfoca en obtener evidencias para el empleo de la
técnica LAMP y se desarrolla en dos etapas principales:

La primera etapa, comprende:

La comparacion de la tecnologia LAMP de los kits comerciales Loopamp™
MALARIA Pan detection kit y Loopamp™ MALARIA Pv detection kit versus el
LAMP colorimétrico “in house”. En esta etapa se disefiaron pruebas LAMP con
blancos de amplificacion multicopia evaludndose en un sistema LAMP
colorimétrico dependiente del cambio de pH, de esta manera en una reacciéon con
ADN que contenga la secuencia del blanco de amplificacion se producira la sintesis
de ADN causando la reduciendo el pH del medio la cual es evidenciada y evaluada
por el cambio del indicador rojo neutro sensible al pH. Las condiciones de reaccion
se han estandarizado para que el cambio de color sea evidente y no se produzca
ningun problema en la determinacion de los resultados, ademas se ha validado con
grupos de muestras con infecciones microscopicas, submicroscopicas y muestras
negativas a infeccion de malaria determinadas por PCR y microscopia.
Seleccionados los blancos de amplificacion para la deteccion de P. vivax y P.
falciparum, se realizé la comparacion del LAMP colorimétrico “in house” y el
LAMP comercial empledndose las mismas muestras de pacientes febriles de colecta
pasiva en la region amazonica peruana que fueron utilizadas para la evaluacion de
los kits comerciales Loopamp™ MALARIA Pan detection kit y Loopamp™

MALARIA Pv detection kit.



La segunda etapa del estudio evalua el uso del LAMP colorimétrico “in
house” para detectar infecciones de P. vivax y P. falciparum en muestras de sangre
impregnadas en papel filtro que se colectaron en actividades de vigilancia activa y
pasiva en la comunidad nativa de Nueva Jerusalén del distrito de Trompeteros de

la region Loreto.



1.1 Antecedentes del Diagnostico de Malaria

El método de diagndstico de una infeccion e identificacion de Plasmodium
mas empleado en el campo es la microscopia, examinando una ldmina con frotis y
gota gruesa preparada con una muestra de sangre capilar. Este examen permite
visualizar diversos estadios del pardsito en infecciones que por lo general tienen
una densidad parasitaria superior a los 100 parasitos/pL, aunque los microscopistas
expertos pueden tener la capacidad de detectar infecciones con densidad parasitaria
entre 5 a 20 parésitos/pL [12]. Lamentablemente, muchos centros de salud carecen
de microscopistas expertos provocando varios y diversos errores en los resultados
al momento de la identificaciéon de los estadios y la especie de parasitos,
especialmente cuando las muestras tienen una densidad parasitaria baja, de
alrededor y/o menor a 100 parésitos/pL [13,14].

Para el apoyo del diagnostico por microscopia en los centros de salud se
emplean las PDR que presentan una sensibilidad similar a la microscopia de 100
parésitos/pL y son recomendadas en lugares donde no existe una buena calidad del
diagndstico microscopico [9].

En el mercado existen diversos tipos de PDR de diversas marcas que pueden
emplear diversos antigenos; entre los mas importantes estan: la Proteina rica en
Histidina 2 (HRP-2), la cual es un antigeno altamente especifico para P. falciparum
y abundante en el citoplasma y membrana del eritrocito infectado. A pesar de ello,
su uso en el Perti se ha descartado debido al reporte de un gran ntimero de
infecciones producidas por parasitos con mutaciones o perdidas del gen Arp-2 por
lo cual los PDR basados en este antigeno no pueden diagnosticarlos [15 - 17]. La

enzima lactato deshidrogenasa de Plasmodium (pLDH) es un antigeno que se ha



empleado tanto para el desarrollo de PDR de reconocimiento especifico para P.
vivax, P. falciparum y también PDR de uso genérico pan-especifico para todas las
especies de Plasmodium. Por ultimo, en PDR pan genéricos también se emplea la
aldolasa de Plasmodium, una enzima importante en la via glicolitica que se
encuentra abundante en el parasito.

A pesar de su facil manipulacioén y simplicidad las PDR atin no son de uso
generalizado debido a que su costo supera al de diagnodstico por microscopia,
ademas los resultados de las PDR son igual o de menor sensibilidad que el
diagnostico por microscopia debido a que dependen de la cantidad del antigeno o
la densidad parasitaria en la muestra que hace variar la intensidad de la banda y
también porque las PDR son afectados por las condiciones locales de uso, como
alta temperatura y humedad de las regiones tropicales que puede afectar el tiempo
de vida util de la prueba [18,19].

Actualmente la microscopia y las PDRs son la eleccion primaria para el
diagnodstico de malaria en campo, pero estos métodos dejan de diagnosticar una
gran mayoria de infecciones asintomaticas y subpatentes. Por ello, el uso de las
Pruebas de Amplificacion de Acidos Nucleicos (PAANSs) resultarian de gran
importancia en los sistemas de vigilancia y monitoreo, debido a que estos pueden
detectar infecciones de malaria con densidad parasitaria por debajo de 1 parasito/puL
[20].

Diversos tipos de pruebas diagndsticas se han desarrollado basadas en
técnicas con variacion térmica como PCR (Reaccion en cadena de la Polimerasa)
de tipo cualitativo (PCR convencional y PCR anidado) y de tipo cuantitativo o

qPCR en tiempo real; otras estan basadas en amplificaciones isotérmicas (Nucleic



Acid Sequence Based Amplification: NASBA y LAMP), todas teniendo mejores
resultados empleando blancos de amplificacion multicopia como el gen que
codifica el ARN de la subunidad menor ribosomal 18S rARN y blancos de
amplificacion en secuencias mitocondriales [21 - 25].

Las limitaciones del PCR y PCR en tiempo real estan relacionadas a las
variaciones térmicas en tiempos cortos, empleando equipos termocicladores
costosos que hacen dificil su implementacion en puestos de salud. En este escenario
el diagndstico por LAMP resulta ser una alternativa muy ventajosa en la fase de
control y eliminacion de la malaria, porque tiene una mayor sensibilidad comparada
con la microscopia o a una PDR, por su simplicidad y porque puede implementarse
rapidamente en un centro de salud de atencion primaria.

El diagnostico por LAMP produce resultados en poco tiempo en
condiciones isotérmicas mediante el uso de cuatro o seis cebadores diferentes para
reconocer seis u ocho regiones distintas en el gen blanco de amplificacion [26]. El
resultado se puede interpretar por la presencia de turbidez, intensidad de
fluorescencia (por ejemplo, cuando se emplea el fluor6éforo verde SYBR Green) o
tintes colorimétricos (por ejemplo, azul de hidroxinaftol, rojo neutro, rojo de fenol,
verde de malaquita) [27].

El uso del diagndstico empleando LAMP se ha extendido progresivamente
porque es mas facil y econdmico, ya que requiere menos equipos de laboratorio
[28]. Varios meta-analisis han confirmado que el método LAMP es una tecnologia
solida para diagnosticar la malaria y se espera que sea de gran impacto para

controlar la malaria [29 - 32].



Kits LAMPs basados en la deteccion del género Plasmodium y la deteccion
especifica de P. falciparum y P. vivax ahora estan disponibles comercialmente, y
se han realizado varias pruebas de deteccion de malaria en entornos reales en varios
estudios desde el 2013. Estos hallazgos indican que LAMP es capaz de reducir
drésticamente los falsos negativos en el diagnostico de rutina para malaria [33].
Ademas de tener una alta sensibilidad pudiendo detectar entre 2 a 4 parasitos por
pL dependiendo del blanco de amplificacion y de la especie a detectar [34 - 37].

Uno de los blancos de amplificacion mas usados es el gen ribosomal 18S
rARN, asi como otros blancos de amplificaciéon con mayor cantidad de copias, tales
como los genes mitocondriales. Sin embargo, en los genomas reportados del género
Plasmodium todavia quedan por analizar otros loci multicopia, que de acuerdo con
su grado de conservacion pueden ser empleados para la deteccion del género o la
determinacion de la especie.

El kit comercial Loopamp™ Pan/Pf MALARIA ha sido evaluado en la
Amazonia peruana superando el limite de sensibilidad de microscopia con una
sensibilidad diagnostica de 91.8 % y una especificidad de 91.9 %. Sin embargo, un
3.9% de infecciones diagnosticadas por PCR como infecciones producidas por P.
vivax fueron errébneamente diagnosticadas por el kit como infecciones producidas
por P. falciparum. Ademas, durante el proceso se evidencié la necesidad de la
reduccién en el numero de pasos para el procesamiento de la muestra y de que
existen problemas en la determinacion visual del resultado ya que en muestras de
bajas densidad parasitaria la fluorescencia y/o turbidez resulta ambigua, asi como

también si en la muestra ha ocurrido hemolisis [33].



En el 2017, durante el desarrollo del proyecto Circulo de Investigacion para
la implementacion de una plataforma molecular diferencial y TICs para la
vigilancia de Zika, Dengue, Chikungunya y Malaria (Cdédigo SIDISI-UPCH
100176) se generaron diversos disefios de pruebas moleculares en formato de PCR
en tiempo real y LAMP los cuales no pudieron evaluarse ni implementarse al
término del proyecto. Entre ellos, en el Laboratorio de Malaria del Instituto de
Medicina Tropical Alexander von Humboldt (IMTAvVH) se disefio6 un LAMP para
malaria empleando los loci Pvr47 y Pfr364 determinados por Demas ef al., en el
2011 [38]. El diseiio de LAMP fue publicado en una tesis de Rosales en el 2018
[39], quedando pendiente una evaluacion comparativa para los cebadores
empleados en el LAMP. El resultado de estos disefios de pruebas LAMP
colorimétrico empleando como indicador el colorante rojo neutro, nos incentivo a
continuar en la bisqueda de nuevos blancos de amplificacion.

En este estudio se han evaluado otras regiones de secuencias multicopia en
el ADN mitocondrial y en blancos de amplificacion de las subunidades teloméricas,
como los genes var, que codifican la proteina de membrana eritrocitaria 1 (EMP1)
y que han sido aplicados con éxito en PCR [40 -43]. Ademas, se realiz6 una
validacion empleando muestras de sangre entera y muestras de sangre impregnadas

en papel filtro.



1.2 Planteamiento del problema

En el Peru, la region Loreto que constituye el 28 % del territorio nacional
mantiene una poblacién de 1 039 372 habitantes, los cuales se encuentran en riesgo
de contraer malaria; principalmente la tercera parte de los pobladores que, alejados
de las zonas urbanas, viven en areas rurales con servicios de salud limitados y en
condiciones de mayor pobreza [4].

En esta region geografica la hidrografia es abundante y las condiciones
climaticas con lluvias intensas, altas temperaturas y humedad relativa, permiten la
proliferacion y persistencia del vector de la malaria provocando una transmision
continua de esta enfermedad.

Por otro lado, los establecimientos de salud en las areas rurales que son el
80% del total de establecimientos de la region, se encuentran mas expuestos al
deterioro de equipos e infraestructura a consecuencia de las condiciones climaticas
y a la lejania que dificulta la incorporacion de nuevos recursos o el reemplazo de
los recursos materiales a los establecimientos de salud. El deterioro de los
microscopios es mayor y se hace necesario el empleo de un método adicional que
complemente el diagnostico por gota gruesa para la deteccion de Plasmodium.

A pesar de los esfuerzos realizados por el “Plan Malaria Cero”, todavia un
buen numero de localidades especificamente rurales, se mantienen con un elevado
Indice Parasitario Anual (IPA), por lo que el diagndstico por microscopia y el
diagnostico mediante PDR han dejado de ser utiles para detectar infecciones de
Plasmodium con baja densidad parasitaria, por lo que se hace necesaria la
introduccion de nuevas herramientas de diagnostico que puedan detectar

infecciones asintomaticas y subpatentes.
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En este panorama, para continuar con los lineamientos del “Plan hacia la
eliminacion de la malaria en el Pert 2022-2030” [44], se requerira el uso de técnicas
de diagnoéstico confiables para diagnosticar y tratar infecciones asintomaticas y
subpatentes, siendo indispensable que se promueva e incentive el desarrollo de
pruebas moleculares simples rapidas y sensibles que se adecuen, implementen y
evalliien en puestos de salud de atencion primaria de areas rurales y remotas.

En este contexto, en el presente estudio de investigacion descriptivo se tiene
como objetivo medir la especificidad y sensibilidad para la identificacion de
infecciones producidas por Plasmodium vivax y Plasmodium falciparum utilizando
un LAMP comercial y un LAMP colorimétrico desarrollado “in house” empleando

muestras de la regioén Loreto.
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1.3 Justificacion

La region Loreto mantiene un indice de morbilidad muy elevado ocasionado
por la malaria.

La poblacion escolar pierde miles de horas de clase. El 40% de los casos
anuales de malaria reportados en la region Loreto se presentan en nifios en el rango
de 0 a 11 afios de edad, mientras el 16% de casos se reportan en adolescentes de 12
a 17 anos de edad [2].

Dentro del rango de poblacion econdmicamente activa, los jovenes de 18 a
29 afios son los mas afectados debido a que se pierden miles de dias por dejar de
trabajar por los malestares producidos por la enfermedad [2].

En concordancia con la Estrategia Técnica Mundial contra la Malaria del
2016 al 2030, el Plan Malaria Cero reforzo el primer pilar de soporte de la estrategia
al promover el acceso universal a la prevencion, diagnostico y tratamiento. A
medida que el Peru se acerca a la fase de eliminacion de la malaria se hace necesario
el uso de nuevas herramientas que permitan diagnosticar malaria de manera mas
efectiva siendo capaces de identificar infecciones asintomaticos y subpatentes.

Con la finalidad de diagnosticar a los individuos con infecciones
asintomaticas y subpatentes para ofrecer un tratamiento adecuado y oportuno, se
hace necesario desarrollar nuevas herramientas de diagndstico, las que deben ser
validadas e implementadas en los puestos de atencion primaria de comunidades con
trasmision activa de malaria. Por ello este trabajo evalia la sensibilidad y
especificidad diagnostica de la prueba LAMP de evaluacion visual para la deteccion

de P. vivax y P. falciparum.
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I OBJETIVO GENERAL

Evaluar la prueba LAMP para el diagnostico especifico de P. vivax y P.

falciparum.

2.1 Objetivos especificos

- Desarrollar y evaluar una prueba de LAMP colorimétrico “in house”
empleando blancos de amplificacion multicopia para el diagnodstico
diferencial molecular de P. vivaxy P. falciparum.

- Comparar el LAMP colorimétrico “in house” con el LAMP comercial.

- Evaluar el diagnéstico de malaria empleando LAMP colorimétrico “in

house” en muestras de colecta activa y pasiva de una localidad endémica.
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III METODOLOGIA

3.1 Poblacion, muestra u objeto de estudio
En el presente estudio se emplearon grupos de muestras distintos para cada

etapa de desarrollo:

3.1.1 Descripcién de muestras empleadas en el desarrollo v validacion de

un método LAMP colorimétrico “in house” para Plasmodium vivax vy

Plasmodium falciparum.

En los ensayos para el desarrollo y validacion de las pruebas LAMP

colorimétrico “in house”, se emplearon dos grupos de muestras:

a) Muestras referenciales.

Las muestras de referencia como controles positivos para
evaluar el limite de deteccion de las pruebas empleadas fueron
suministradas por el laboratorio de malaria de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia (UPCH). Se emplearon muestras del
cultivo de P. falciparum 3D7 y un pool de muestras de sangre
infectadas con P. vivax (confirmadas por microscopia y PCR).
Las muestras referenciales para los andlisis de especificidad se
realizaron con controles de ADN de P. falciparum 3D7, P. vivax
Sal-1 y P. malariae proporcionados por los Centros para el
Control y la Prevencién de Enfermedades (CDC de Atlanta —
Estados Unidos).

Ademas, se utilizdé una distribucion de control externo de

calidad 4260 del Servicio de Parasitologia del Servicio Nacional
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de Evaluacion de la Calidad Externa del Reino Unido (UK-
NEQAS) y de la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) para
la validacion del género y la especie. La distribucion 4260
contiene cinco muestras que fueron resuspendidas para una
densidad parasitaria de acuerdo con las instrucciones de UK-
NEQAS: Plasmodium ovale 200 000 parésitos/mL codigo 4307,
Plasmodium vivax 20 000 parasitos/mL codigo 4308, P.
falciparum 20 000 parasitos/mL codigo 4309, acido nucleico
negativo a Plasmodium coédigo 4310 y Plasmodium knowlesi

200 000 parasitos/mL codigo 4311.

b) Muestras sanguineas clasificadas en grupos de infecciones

microscopicas, submicroscopicas y negativas empleadas

para la seleccion de las pruebas LAMP colorimétricas “in

house”.

Se emplearon 312 muestras de sangre del banco de muestras
del Laboratorio de Malaria de la UPCH, para evaluar los loci
multicopia Pvr47 y PvMit regidon amino terminal del gen Cox/
de la mitocondria para la deteccion de P. vivax y los loci Pfr364
y sub-telomérica de la proteina de membrana eritrocitaria 1
(PfEMPI) para la deteccion de P. falciparum. Las muestras
fueron colectadas de forma activa en el 2018 en 10 comunidades
de la region Loreto (Quistococha, Rumococha, Santo Tomas, 1

de enero, Gamitanacocha, Lago Yuracyacu, Libertad, Salvador,
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Puerto Alegre y Urcomirafio). La diversidad de las comunidades
abarco areas periurbanas cerca de la ciudad de Iquitos y areas
rurales en el distrito de Mazén (Figura 1).

Las muestras sanguineas se seleccionaron en base al
volumen necesario para realizar los ensayos y se clasificaron en
tres grupos: El primer grupo incluyé 28 muestras con
infecciones detectadas por microscopia y PCR en tiempo real
con 21 infecciones por P. vivax y 7 infecciones por P.
falciparum, con parasitemia asexual mayor a 100 parasitos/uL
cuantificados por microscopia, excepto tres infecciones por P.
vivax que tenian <100 parasitos/uL. El segundo grupo incluyo
101 infecciones submicroscopicas (83 infecciones por P. vivax
y 18 infecciones por P. falciparum) detectadas solo por PCR en
tiempo real como lo describen Mangold et al., [22]. El tercer
grupo incluyd 183 muestras negativas tanto por microscopia
como por PCR en tiempo real y fueron incluidas para evaluar la

interferencia del ADN humano con los cebadores de LAMP.
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3.1.2. Descripcidn de las muestras empleadas en la comparacion de LAMP

comercial v LAMP colorimétrico disefiado para Plasmodium vivax vy

Plasmodium falciparum.

Los LAMP comerciales Loopamp™ Malaria Pv Detection Kit
(Human, ref. 975000) y Loopamp™ Malaria Pan Detection Kit (Human,
ref. 977000), se evaluaron para determinar su sensibilidad y especificidad
empleando un total de 559 muestras de sangre venosa. Los resultados se han
publicado en el articulo titulado: “Diagnosis of Plasmodium vivax by Loop-
Mediated Isothermal Amplification in Febrile Patient Samples from Loreto,
Pert” [49].

Estas mismas muestras se emplearon para realizar la comparacion
del LAMP comercial y el LAMP colorimétrico “in house”. Para ello se
analiz6 una segunda alicuota por LAMP colorimétrico “in house” y se
compararon los resultados con los obtenidos previamente por LAMP
comercial.

Las muestras se encontraban almacenadas a -80 °C en el banco de
muestras del laboratorio de Malaria de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia, provenientes de la colecta continua entre los meses de marzo a
junio del 2017 de pacientes febriles que acudieron a los puestos de salud de
las comunidades de Lupuna, Quistococha, San Juan, y Santa Clara en el
distrito de San Juan en la region Loreto (Figura 2). La colecta de las
muestras se realizd durante el desarrollo del proyecto: “Evaluacion clinica
del Sistema de panel de Antigenos febriles ChembioDPP® para el

diagnostico de la malaria” que cuenta con cddigo SIDISI N° 100068.
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3.1.3 Descripcién de muestras de colecta activa y pasiva empleadas en la

evaluacion del LAMP colorimétrico “in house” para la deteccidn de P. vivax

y de P. falciparum.

Las muestras de colecta activa y pasiva fueron muestras sanguineas
impregnadas en papel filtro colectadas en la comunidad nativa de Nueva
Jerusalén en la cuenca del rio Macusari, afluente del rio Corrientes, distrito
de Trompeteros, region Loreto, Pera (Figura 3). La via principal de acceso
es a través de una via de trocha por 4 horas aproximadamente desde el
distrito de Nuevo Andoas (Provincia de Datem del Marandn). La
comunidad cuenta con una posta nivel I-1, con un técnico de laboratorio y
enfermeria, un médico obstetra y un médico para atender un aproximado de
452 habitantes. Los habitantes utilizan madera para la construccion de sus
casas y viven en un clima tropical calido y himedo durante todo el afio. En
estas condiciones, la comunidad reporta una transmision persistente de
malaria con picos de distribucion irregular a lo largo del afio.

En total 1084 muestras de sangre impregnada en papel filtro se
colectaron del 6 de noviembre al 13 de diciembre de 2019 mediante
actividades de vigilancia pasiva y activa para el diagndstico y tratamiento
de casos de malaria, realizada por el personal de la posta de salud de Nueva
Jerusalén en colaboracion con actividades del programa del Plan malaria
Cero y el proyecto Vigilancia molecular de la resistencia de Plasmodium
falciparum a medicamentos antimaldricos en d4reas fronterizas de la

Amazonia Peruana, con coédigo SIDISI: 102725.
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De la actividad de colecta pasiva se registraron 477 muestras de
sangre impregnada en papel filtro colectadas de pacientes febriles en el
centro de salud en dias consecutivos del 6 de noviembre al 13 de diciembre
de 2019. Para el analisis se excluyeron 46 muestras por no contar con la
cantidad suficiente para realizar la prueba LAMP, quedando 431 muestras
de sangre impregnada en papel filtro, identificindose por microscopia 97
infecciones por P. vivax y 5 infecciones causadas por P. falciparum.

En las actividades de colecta activa se obtuvieron 607 muestras de
sangre impregnadas en papel filtro de personas voluntarias que participaron
en tres rondas de muestreo, con un intervalo de una semana de coleccion
activa de muestras. La primera actividad fue del 16 al 17 de noviembre, la
segunda fue del 23 al 24 de noviembre y la tercera fue del 30 de noviembre
al 01 de diciembre. En el analisis, se excluyeron 33 muestras por no contar
con la cantidad suficiente para realizar la prueba LAMP, quedando 574
muestras de sangre impregnada en papel filtro, identificindose por
microscopia 66 infecciones por P. vivax y 6 infecciones causadas por P.

falciparum.
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3.2 Procedimientos y técnicas
Los procedimientos se han agrupado de acuerdo con cada etapa de

desarrollo de este estudio.

3.2.1 Procedimientos y técnicas empleados en el desarrollo v validacion

del LAMP colorimétrico “in house”.

3.2.1.1 Diserio de cebadores del LAMP colorimétrico ‘‘in house”.

Para el diseno de los nuevos cebadores de LAMP se emplearon
secuencias de loci multicopia: Gen mitocondrial codificante de citocromo
oxidasa I (COX1) y la secuencia no codificante Pvr47 para la identificacion
de P. vivax, mientras que para la identificacion de P. falciparum se usaron
la secuencia subtelomérica de la proteina de la membrana de los eritrocitos
1 (EMP1)y la secuencia no codificante Pfr364.

Las secuencias se analizaron mediante alineamiento multiple de
secuencias reportadas en PlasmoDB (plasmoDB.org) y en la base de datos
de secuencias genéticas GenBank del NIH
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Las 14 secuencias de Pvr47
(cepa P. vivax Sal-I) y las 41 secuencias de Pfr364 (subfamilias 1 y 2 de la
cepa 3D7 de P. falciparum) se obtuvieron de Demas et al. [38]. Los andlisis
en linea con estas secuencias empleando BLAST no arrojaron secuencias
similares en otras especies de Plasmodium en las secuencias reportadas en
el GenBank debido a que estas secuencias no codantes son muy especificas

de la especie.
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Para el disefio a partir de los genes COX1 y EMP]I, se emplearon las
secuencias completas de los loci reportadas en GenBank. Las secuencias de
EMPI no mostraron similitud con secuencias de otras especies de
Plasmodium reportadas en el GenBank. Sin embargo, para el gen COX/ los
andlisis empleando BLAST permitieron establecer el alineamiento con
secuencias similares del gen COXI de otras especies de Plasmodium.

Los cebadores LAMP se disefiaron utilizando el software en linea

gratuito Primer Explorer V5 (http://primerexplorer.jp/lampvSe/index.html)

a partir de una secuencia consenso conservada obtenida a partir de los
alineamientos de las secuencias obtenidas. En el caso de los disefios de los
cebadores para COX1 se disefaron a partir de la secuencia obtenida de la
cepa P. vivax Sal-I, se evaluaron regiones del gen y se comprobaron
mediante inspeccion de la secuencia las distancias que deben de mantener

los cebadores de acuerdo con lo descrito en EIKEN GENOME SITE

(http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/primer.html ). Para cada blanco de
amplificacion se empled el formato basico de amplificacion con cuatro
cebadores y 6 regiones de reconocimiento para la sintesis de ADN. Los
cebadores externos F3 y B3 reconocen solo una region en la secuencia,
mientras que los cebadores internos FIP y BIP reconocen cada uno a dos
regiones distintas en la secuencia (Anexo 2. Mapas de ubicacion de los
cebadores de sintesis de ADN).

Adicionalmente todos los cebadores fueron analizados para obtener

la méxima y especifica complementariedad en los seis nucleotidos del
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extremo 3’ terminal, eliminando de esta forma a los cebadores que hibridan
en otras regiones del genoma.

3.2.1.1.1 Comprobacion de la secuencia de los blancos de

amplificacion de los cebadores diseriados.:

Las secuencias de los cebadores seleccionados se enviaron para
ordenar su sintesis y purificacion en la compafita Thermo Fisher -
Invitrogen. Para determinar las condiciones de reaccion para cada blanco de
amplificacion y para comprobar que el blanco de amplificacion era el
correcto se realizd el clonamiento de la region comprendida entre los
cebadores de los extremos B3 y F3, empleando el sistema de clonamiento
plasmidico “TOPO TA Cloning Kit for Sequencing, with One Shot TOP10
Chemically Competent E. coli”.

Finalmente, la secuencia del inserto de los plasmidos recombinantes
fue obtenida por la compafiia MACROGENE y se confirmo la secuencia de
la region comprendida entre los cebadores B3 y F3 obtenida en el
alineamiento de las secuencias (Anexo 2. Mapas de ubicacién de los

cebadores de sintesis de ADN).
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3.2.1.2 Diagndstico por LAMP colorimétrico “‘in house”.

El diagndstico por LAMP colorimétrico comprende dos etapas: El

procesamiento de la muestra y la reaccion de LAMP propiamente dicha.

3.2.1.2.1 Procesamiento de muestras:

Para los andlisis realizados se emplearon dos tipos de procesamiento
de las muestras, uno de ellos simple a partir de un hervido y centrifugacion,
que nos permite la extraccidon de la muestra de analisis que denominamos
ADN BS (del inglés Boil & Spin); y el segundo procesamiento de mayor
complejidad empleando un kit de extraccion basado en mini columnas de
filtro de silice, que nos permite la obtencion de una muestra purificada de

ADN que denominamos ADN MCS (del inglés Minicolumn & Spin).

a) Procesamiento de la muestra por calentamiento v centrifugacion para la

obtencion de ADN BS:

Se emplearon 40 pL de muestra de sangre entera colocados en
microtubos de 1.5 mL. A cada microtubo de 1.5 mL conteniendo la muestra
se le afiadi6 40 pL de buffer de lisis 2X pH 8.5 (8 mM Tris-Base pH 9.0,
0.08 M NaCl, SDS 0.08%). Luego de homogenizar por pipeteo la mezcla se
colocd en un bafio maria hirviendo por 7 minutos y luego fue centrifugada
por 7 min a maxima velocidad, el sobrenadante fue recuperado y transferido
a un tubo nuevo y almacenado en lugar fresco y/o en refrigeracion a -20°C
como maximo una semana antes del andlisis de LAMP colorimétrico.
Repeticiones realizadas a la muestra en el lapso de una semana no mostraron

ninguna variacion de los resultados.
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b) Procesamiento de la muestra por el kit de extraccidn para la obtencion

de ADN MCS:

Se emplearon 40 pL de sangre entera colocados en un microtubo de
1.5 mL. El ADN se extrajo utilizando EZNA® Blood DNA (Omega Bio-
tek, Norcross, GA, EE. UU.), siguiendo el protocolo del fabricante. En
resumen, a los tubos con muestra se les afiadié 250 pL de tampon 2X TEN
pH 8,0 (NaCl 0,2 M, Tris-HC1 0,02 M pH 8,0, EDTA 0,002 M pH 8,0), 180
pL de agua destilada, 50 pL de 10 % SDS; y 25 uL de solucién de proteasa
OB. La mezcla se incubd a 65 °C durante 60 min y se centrifugé a 13 000 g
durante 5 min; el sobrenadante se transfiri6 a un tubo nuevo, agregando 250
pL de tampdén BL y 260 pL de etanol al 100%. Luego, se transfirieron 500
pL de este homogenizado a una mini-columna de ADN HiBind® insertada
en un tubo colector de 2 mL y se centrifugd a 10 000 g durante 1 min. Se
descartd el filtrado y se insertd la mini-columna en un nuevo tubo de
recoleccion de 2 mL, se agregaron 500 pL de tampdon HBC, se centrifugd a
10 000 g durante 1 min y se descart6 el filtrado. Luego, se agregaron 700
uL de tampdn de lavado a la columna y se centrifugd a 10 000 g durante 1
min; este proceso se repitid una vez mdas. La mini-columna de ADN
HiBind® vacia se centrifugd a maxima velocidad durante 2 min para secar
la matriz de la columna. E1 ADN de la columna se eluy6 en 60 pl de tampén
de elucion precalentado a 65 °C. E1 ADN eluido se almacen6 a — 20 °C antes

del analisis de LAMP colorimétrico y/o PCR.
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3.2.1.2.2 LAMP colorimétrico “in house”

El LAMP colorimétrico “in house” se evalué con el ADN BS y ADN

MCS obtenido de cada muestra, empledndose 5 pL para cada analisis.
Para el desarrollo y validacion con sangre entera los ensayos LAMP
colorimétricos se optimizaron para proporcionar una deteccion visual clara
basada en la disminucién del pH provocada por la sintesis del blanco de
amplificacion. La disminucion del pH provoca el cambio de coloracion del
colorante rojo neutro, de amarillo a fucsia.

Las condiciones de amplificacién se determinaron variando la
concentracion de magnesio y disminuyendo la fuerza ionica del buffer a
0.5X para obtener la amplificacion evidenciada con el cambio de coloracion
del colorante rojo neutro. De esta manera, las mezclas de reaccion se
prepararon a un volumen final de 25 pL, conteniendo tampo6n de reaccion
de ADN polimerasa 0.5X Bst (Tris-HCI 10 mM, (NH4)2SO4 5 mM, KCl1 25
mM, MgSO4 1 mM, Tween 20 al 0,05 %, pH 8.8 New England Biolabs Inc.,
MA, EE. UU.), 0.2 uM de cada cebador externo F3 y B3, 2 uM de cada
cebador interno FIP y BIP, 12U de Bst v2.0 ADN polimerasa (New England
Biolabs Inc., MA, EE. UU.), 1.4 mM de cada dNTP, 0.003 % de colorante
rojo neutro y 5 pLL de una muestra de prueba. La mezcla de reaccion para
Pvr47-LAMP se ajustdé a MgSOs 6 mM, PvCOXI-LAMP se ajustd a
MgSO4 6 mM y betaina 0.4 M, Pfr364-LAMP se ajusté a MgSO4 8 mM y
PfEMP1-LAMP se ajust6é a 8 mM MgSO4 y betaina 0.4 M.

La reaccion LAMP se produce cuando la mezcla de reaccion

homogenizada con la muestra se incuba a 60 °C por 65 min, la reaccion se
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realizo en un termociclador Bio-Rad T100 ™ (Laboratorios Bio-Rad, CA,
EE. UU.).

Las evaluaciones de las muestras se realizaron en tiras de tubos de
PCR de 8 unidades evaluandose como maximo grupos de 96 reacciones. En
cada grupo de andlisis se incluyé una muestra positiva para P. vivax, una
muestra positiva para P. falciparum y un blanco de reactivos que contenia
agua para completar el volumen de reaccion. La determinacion de los
resultados se realizd por inspeccion visual, evaludndose el cambio de
coloracion en las reacciones con los controles y determindndose una
reaccion positiva si la mezcla de reaccion cambio de amarillo a fucsia
después del periodo de incubacion.

Los LOD de cada prueba LAMP se determinaron en dos formatos:
(1) LOD en términos de nimero de copias por uL, para lo cual se usaron
diluciones seriadas de cada pldsmido recombinante de cada blanco de
amplificacion (Véase Confirmacion de la secuencia de blancos de
amplificacion en Diseno de cebadores del LAMP colorimétrico “in house”)
; ¥ (2) LOD en términos de numero de pardsitos por pL, para lo cual se
usaron diluciones seriadas de una muestra cultivada de P. falciparum, cepa
3D7, y un pool de muestras combinadas de sangre completa de pacientes
infectados con P. vivax (cuantificadas previamente por microscopia y
qPCR). Las diluciones empleadas se analizaron en 15 repeticiones con cada
LAMP colorimétrica para cada blanco de amplificacion. E1 LOD se calculd

utilizando la regresion Probit con el MedCalc Statistical Software version
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19.2.6 (MedCalc Software bv, Ostend, Bélgica; https://www.medcalc.org;

2020).

3.2.1.3 Diagndstico molecular por PCR en tiempo real como método de

clasificacion de muestras submicroscopicas en la evaluacion del LAMP

colorimétrico “in house” empleando sangre entera.

En el desarrollo del LAMP colorimétrico “in house” y evaluacion
de los blancos de amplificacion con genes multicopia empleando sangre
entera el diagnostico molecular de referencia que se empled fue el PCR
descrito por Mangold ef al., utilizando el gen 18S ARNr [22]. Las mezclas
de reaccion se prepararon a un volumen final de 25 pL con una
concentracion final de 1X de PerfeCTa SYBR® Green Fastmix y 0,3 uM
de cada cebador PL1473F18 5-TAACGAACGAGATCTTAA-3 'y
PL1679R18 5'-GTTCCTCTAAGAAGCTTT-3 ". Las condiciones de PCR
consistieron en un paso de desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 2 min,
seguido de 45 ciclos de 20 s 95° C, 20 s 50 °C y 20 s 68 °C, con adquisicion
de fluorescencia al final de cada paso de extension. La amplificacion fue
seguida inmediatamente por un andlisis de la curva de desnaturalizacion con
el siguiente procedimiento: 2 min a 68 °C y un aumento gradual de la
temperatura de 0,5 °C/s hasta 90 °C, y adquisicion de fluorescencia en cada
transicion de temperatura. Todas las muestras con un ciclo de cuantificacion
(Cq) de menos de 36,2 se consideraron positivas de acuerdo con la
determinacion del LOD del PCR. El LOD se determin6 utilizando una

dilucién en serie del primer estandar internacional de la OMS para técnicas
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de amplificacion de acidos nucleicos de ADN de P. falciparum [47] (codigo
NIBSC 04/176) disponible en el laboratorio de malaria. Los pardmetros
obtenidos para la cuantificacion por PCR se asumieron los mismos para la
especie P. vivax, considerando que el mismo locus es la misma diana de
amplificacion. El andlisis de la curva de desnaturalizacion se utilizé para
determinar la especie: la temperatura de 73,5 °C + 0,5 se empleo para definir
la infeccion por P. falciparum y la temperatura de 77 °C + 0,5 para
determinar la infeccion por P. vivax; aparicion de curvas a otras
temperaturas en este analisis son reconocidas como productos inespecificos,

o relacionadas a otras especies como P. malariae o P. ovale.

3.2.2 Procedimientos y técnicas empleados en la evaluacion de la prueba

comercial LAMP.

3.2.2.1 Diagndstico por microscopia

Los datos del diagnéstico por microscopia fueron obtenidos del
reporte del proyecto: “Evaluacion clinica del Sistema de panel de Antigenos
febriles ChembioDPP® para el diagnostico de la malaria” . La lectura de las
laminas con frotis y gota gruesa de sangre tefiidas con Giemsa se realizo
utilizando la metodologia descrita por el Ministerio de Salud para la
cuantificacion de las muestras [45]. El diagnostico microscopico negativo
se determino al leer las ldminas en los campos suficientes para no encontrar

parésitos contando al menos 500 globulos blancos.
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3.2.2.2 Diagnostico por LAMP comercial.

Se emplearon los kits comerciales: Loopamp™ Malaria Pan
Detection Kit para la deteccion del género Plasmodium y la prueba
diagnostica Loopamp™ Malaria Pv Detection Kit para la deteccion de P.
vivax (ambos desarrollados por la compania Eiken Chemical Co. Ltd.,
Tokyo, Japan); su uso se realizd de acuerdo con las instrucciones del
fabricante [46]. Brevemente, el dcido nucleico se extrae usando un método
de ebullicion y centrifugado, donde se emplean 60 pl de muestra de sangre
completa en un tubo de 1.5 mL con 60 pL de tampdn de extraccion de ADN
(NaCl 400 mM, Tris 40 mM pH 6.5 y SDS al 0.4%), se mezclan durante 5
minutos a 95 °C en un termobloque y se centrifugan a 10000 g durante 3
minutos. Recuperado el sobrenadante, 30 puL son transferidos a un nuevo
tubo y mezclados con 345 pL de agua destilada. El ADN extraido y diluido
(30 pL) se anadi6 a los tubos de reaccion Pan-LAMP y Pv LAMP; la
resuspension de los reactivos se realizo de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Las muestras se incubaron durante 40 minutos a 65 °C en un
termobloque, seguido de 5 minutos a 80 °C para detener la reaccion. La
amplificacion de ADN se detecto por simple inspeccion visual, en funcién
de la fluorescencia observada en la mezcla de reaccion al exponerla a una
lampara de luz ultravioleta (UV). Cada reaccion de LAMP se evaluo
visualmente tres veces con distinto observador, y el informe final del

resultado se obtuvo de al menos dos observaciones visuales iguales.
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3.2.2.3 Diagnostico molecular de referencia en la evaluacién comparativa

de la prueba comercial LAMP vy el LAMP colorimétrico “in house”.

El resultado del diagnostico molecular es el producto de una
combinacion de lo obtenido en dos Laboratorios, un diagnoéstico de PCR en
tiempo real realizado en el laboratorio Limbach (Heidelberg, Alemania) con
una sonda especifica de la especie y secuenciacion unidireccional mediante
el uso de la region no codificante entre los genes cytbh y coxI; y un segundo
analisis realizado en el laboratorio Microsynth (Balgach, Suiza) con un PCR
anidado y secuenciacion bidireccional empleando el gen cyth del ADN

mitocondrial de Plasmodium.
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3.2.3 Procedimientos v técnicas empleados en la validacion del LAMP

colorimétrico “in house” empleando muestras sanguineas impregnadas en papel

filtro de colecta activa y pasiva.

3.2.3.1. Diagnostico por microscopia

Los resultados del diagndstico por microscopia fueron obtenidos de
los reportes del proyecto: “Vigilancia molecular de la resistencia de
Plasmodium falciparum a medicamentos antimalaricos en areas fronterizas
de la Amazonia Peruana” con codigo SIDISI: 102725.

Laminas con frotis y gota gruesa de sangre tefiidas con Giemsa
fueron leidas segun el procedimiento estandar del Ministerio de Salud para

el calculo semicuantitativo de las muestras [45].

3.2.3.2. Diagnostico _por LAMP colorimétrico  “in_house” de

muestras sanguineas impregnadas en papel filtro.

El diagnéstico por LAMP colorimétrico “in house” descrito en la
seccion 3.2.1.2 (Diagnoéstico por LAMP colorimétrico “in house”) fue
adaptado para las muestras sanguineas impregnadas en papel filtro.

La muestra sanguinea para los procesos de obtencion de ADN se
reemplazo por dos discos de 6 mm de diametro obtenidos por perforaciones
del papel con la sangre impregnada. Solo en el caso de obtencién de ADN

BS, se modifico el volumen de buffer de lisis 2X empleado en vez de 40 uL.

de buffer se emplearon 80 pL de buffer; la obtencion de ADN MCS se
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obtuvo de la extraccion a partir de los dos discos de sangre impreganada sin
modificaciones en el procedimiento.

El LAMP colorimétrico “in house” se evalué con el ADN BS y ADN
MCS obtenido de cada muestra.

Las mezclas de reaccion se prepararon manteniendo las
concentraciones finales descritas en la seccion 3.2.1.2 (Diagnostico por
LAMP colorimétrico “in house”). El volumen final empleado fue de 15 pL,

manteniendo el volumen de muestra en 5 uL. (ADN BS o ADN MCS).

Las evaluaciones de las muestras se realizaron en tiras de tubos de
PCR de 8 unidades evaluando como maximo 96 reacciones por grupo. Cada
grupo de andlisis incluy6 una muestra positiva para P. vivax, una muestra
positiva para P. falciparum y un blanco de reactivos que contenia agua para
completar el volumen de reaccion. La determinacion de los resultados se
realizo por inspeccion visual, evaludndose el cambio de coloracion en las
reacciones con los controles y determinandose una reaccidn positiva si la

mezcla de reaccion cambiaba de amarillo a fucsia.

3.2.3.3 Diagndstico molecular de referencia para la evaluacion de LAMP

colorimétrico con muestras impregnadas con papel filtro.

Las pruebas moleculares se realizaron a las muestras sanguineas
impregnadas en papel filtro en Lima luego de dos afios debido a la
interrupcion de actividades por la emergencia sanitaria ocasionada por

Covid-19.
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El diagnostico molecular se realiz6 por qPCR con una doble
determinacion para el género Plasmodium. El primer método utilizado fue
descrito por Pincelli et al., [48] empleando los cebadores externos de la
amplificacion TagMan descritos por Rougemont ef al., [24]; las mezclas de
reaccion se prepararon a un volumen final de 25 pL que contenian 5 pL de
muestra de ADN de MCS, con una concentracion final de 1 X PerfeCTa
SYBR® Green FastMix (Quantabio, Beverly, Massachusetts) y 0.2 uM de
cada cebador (Plasmo 1, 5'-GTT AAG GGA GTG AAG ACG ATC AGA-
3"y Plasmo 2, 5'-AAC CCA AAG ACT TTG ATT TCT CAT AA-3'). La
amplificacion se llevo a cabo en un CFX96 Touch Sistema de deteccion de
PCR en tiempo real (BioRad), la amplificacion se realizd con una
desnaturalizacion de 95°C durante 10 min, seguido de 40 ciclos de 15 s 95
°Cy 1 min a 60 °C, con adquisicioén de fluorescencia al final de cada paso
de extension. La amplificacion fue seguida inmediatamente por un analisis
de desnaturalizacion de 3 min a 70 °C, y un aumento gradual de temperatura
de 0.5 °C/s hasta 90 °C, con adquisicion de fluorescencia en cada transicion
de temperatura.

El segundo método para la evaluacion de Plasmodium en muestras
impregnadas en papel filtro incluyd cebadores dirigidos al 3’UTR de
COXIII desarrollados en el laboratorio de malaria. Las mezclas de reaccion
se prepararon a un volumen final de 25 pL, que contenian 5 pL de muestra,
con una concentraciéon final 1 X PerfeCTa SYBR® Green FastMix
(Quantabio, Beverly, Massachusetts), y 0,2 uM de cada cebador (COXIIIF,

5'- CGGTAGATAGGGAACAAACT -3 'y COXIIR, 5'-
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CTTTGCCTGGAGGTTACG -3'). La amplificacion se llevé a cabo en un
CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (BioRad), con un
protocolo de amplificacion de 95 °C durante 3 m, seguido de 45 ciclos de
155a95°C,15sa 60 °Cy 15sa68°C, con adquisicion de fluorescencia
al final de cada paso de extension. La amplificacion fue seguida de un
analisis de desnaturalizacion de 3 min a 70 °C, y un aumento gradual de
temperatura de 0,5 °C/s hasta 90 °C, con adquisicion de fluorescencia a cada
temperatura transicion.

Todas las muestras que mostraron amplificacion con al menos una
de las pruebas de deteccion para Plasmodium fueron evaluadas por TagMan
qPCR para la determinacién especifica de la especie descrito por
Rougemont et al., [24]. Las mezclas de reaccion se prepararon en un
volumen final de 20 pL que contenian 5 pL. de ADN de muestra con un
volumen final de concentraciéon 1X de mezcla maestra TagMan Universal
Master Mix 2.0 (Applied Biosystems), 0.1 uM de cada cebador para la
amplificacion especifica de género (Plasmol y Plasmo 2), 0.08 uM de cada
oligonucledtido especifico de especie o sonda marcada (P. vivax: 5" VIC
[fluoréforo patentado de Applied Biosystems]-AGC AAT CTA AGA ATA
AAC TCC GAA GAG AAA ATT CT-QSY [Quencher patentado de
Applied Biosystems] 3°; P. falciparum: 5' FAM [6-carboxifluoresceinal-
AGC AAT CTA AAA GTC ACCTCG AAA GAT GAC T-QSY [Quencher
patentado de Applied Biosystems] 3’). La amplificacidon por reaccion en
cadena de la polimerasa se realizd a 95°C durante 10 min, seguido de 45

ciclos de 15 sa295°Cy 1 min a 60°C.
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Para cada placa de reaccion de PCR se emplearon controles
negativos de amplificacion (que contiene todos los reactivos para
amplificacion excepto ADN) y controles positivos (que contiene ADN para
P. falciparum y P. vivax previamente cuantificado). Todas las muestras con
un Cq inferior a 36,4 se consideraron positivas segun el Limite de
Cuantificacion (LOQ del inglés limit of quantification) determinada
mediante una dilucidn en serie del primer estandar internacional de la OMS
para técnicas de amplificacion de acido nucleico de ADN de Plasmodium
falciparum (c6digo NIBSC 04/176) disponible en el laboratorio de Malaria
y asumimos el mismo LOQ para P. vivax, considerando que la reaccion se
realiza con el mismo blanco de amplificacion 18s rARN. Se reevaluaron las
muestras con Cq entre 36.4 y 38.5 aumentando tres veces la cantidad de la
muestra y la segunda amplificacion confirmé la muestra positiva con baja
densidad de parasitos.

Finalmente, solo se determinaron como positivas a las muestras que
presentaron amplificacion especie especifica por el TagMan qPCR descrito

por Rougemont et al., [24].
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33 Aspectos éticos

El presente proyecto con registro Codigo SIDISI:201296 cuenta con
aprobacién del Comité Institucional de Etica de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia (CIEI-UPCH), constancia E07-14-20, bajo la categoria de EXENTO con
fecha de caducidad el 26 de mayo del 2025 (Anexo 1).

La aprobacion abarca el uso de las muestras codificadas obtenidas durante
el proyecto: “Evaluacion clinica del Sistema de panel de Antigenos febriles
ChembioDPP® para el diagndstico de la malaria” que cuenta con codigo SIDISI
N° 100068; muestras sanguineas obtenidas de la colecta llevada a cabo por el
proyecto: “Circulo de Investigacion para la implementacion de una plataforma
molecular diferencial y TICs para la vigilancia de Zika, Dengue, Chikungunya y
Malaria: Estudio Piloto (SIDISI: 101645), y finalmente el uso de las muestras
obtenidas del proyecto Vigilancia molecular de la resistencia de Plasmodium
falciparum a medicamentos antimaldricos en areas fronterizas de la Amazonia
Peruana, con codigo SIDISI: 102725, estas ultimas afadidas en una enmienda
aprobada por el CIEI-UPCH el 08 de julio del 2021.

En todo momento, las muestras empleadas se analizaron con codificacién

unica y sin acceso a la informacion de los donantes.
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3.4 Plan de analisis

El desarrollo de este estudio se realiz6 en dos etapas (Figura 4):

La primera etapa comprende las siguientes actividades:

— Desarrollo de pruebas de LAMP colorimétrico “in house” con
bancos de amplificacion multicopia.

— Comparacién de los resultados Loopamp™ Pan MALARIA y
Loopamp™ Pv MALARIA con el LAMP colorimétrico de disefio in
house, empleando muestras de la region amazonica.

En la segunda etapa del proyecto se estandariz6 el nuevo LAMP
colorimétrico empleando muestras impregnadas en papel filtro colectadas
de forma activa y pasiva en la comunidad nativa de Nueva Jerusalén del
distrito de Trompeteros en la region Loreto.

Los resultados de diagnostico por las pruebas realizadas fueron
registrados en una hoja Excel, procesados y analizados en el paquete
estadistico R para determinar la distribucion de las determinaciones
diagnosticas por cada prueba diagndstica en un diagrama de Venn, los
intervalos de confianza (IC) al 95% de los valores de sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo negativo.
Ademas, se evalu6 el valor del indice Kappa para establecer las
correlaciones entre el diagnostico microscopico, qPCR en tiempo real y

LAMP colorimétrico “in house”.
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Figura 4.
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1A% RESULTADOS

4.1. Desarrollo v evaluacion de una prueba de LAMP colorimétrico

“in house” empleando blancos de amplificacion multicopia para el diagnostico

diferencial molecular de P. vivax v P. falciparum.

Los cebadores LAMP seleccionados in silico a partir de las regiones
homologas de alineamiento de cada uno de los genes multicopia se seleccionaron
en formato basico de amplificacion de cuatro cebadores. Se seleccionaron todos los
cebadores con nula o baja probabilidad de formacion de la estructura secundaria
con una energia libre de Gibbs (AG) mayor a -3 kcal/mol o con homodimeros y/o
heterodimeros con AG mayor a -10 kcal/mol.

Finalmente, los cebadores seleccionados para cada blanco de amplificacion

se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1.

Secuencias de cebadores por cada blanco de amplificacion para la deteccion de
vivax y P. falciparum.

las especies P.

Especie

LAMP

Blanco de
amplificacion

Secuencia (5" — 3")

P. vivax

PvCOX1-
LAMP

coxi

F3

GAATAATTGCACAAGAAAAT
GTTAAC

B3

GCAACAGGAGATAAAGACAT
AAGTGA

FIP

CAAGTTCTGGAGAACCACAT
AAAATTG-
CCAGGATTATTTGGAGGATT
CG

BIP

GTCATTTTATCTACAGCAGCA
GAATTT-
TGGTGGATATAAAGTCCATC
CAGT

Pvrd7-
LAMP

Pvr47

F3

AACACCTCCCACCAATCA

B3

GTGAATTATCGAAGGCATAA

FIP

TACGCGGAAAATCAGAACAA
TTCAT-
GTGCCAATTTTTTTTTGCGG

BIP

ATCTTTCGCTTATCCATTCAT
CGA-
TAGTGACAAAACATAAACAC
AGC

P. falciparum

PfEMP1-
LAMP

EMPI

F3

CCGACAAAACTTTCACCCAA

B3

CTGTTGTGTTGTTACCACTAG
G

FIP

GGTGTAACCACTATCAGTTCC
ACTA-
AGTGGTAAATACAGAGGCAA
AC

BIP

TCCGAAAGTGAGTATGAAGA
ATTGG-
ATGTTTTATATTTAGGACTAC
CTGG

Pfr364-
LAMP

Pfi364

F3

CACTAGGTACGCCAACAT

B3

ACCCACAATTTTGATTGAGAT
G

FIP

GTAGACACCATATGGTACCA
CGTA-
GGATGTGTCTATCATATAGTC
CG

BIP

TTGTACCCAATTTTCCCCTAG
CA-
GTGTGTGCAACATCATAATC
ATCA
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4.1.1 Limite de deteccién de LAMPs disefiados

El Pfr364-LAMP para la deteccion de P falciparum, mostré un LOD de 27.3
copias de plasmido/pL y un LOD de 3.7 parasitos/uL, mientras que PfEMP1-
LAMP para la deteccion de P falciparum, mostr6 un LOD de 28.9 copias de
plasmido/pL y un LOD de 3.3 parésitos/puL (Tabla 2).

En los sistemas para la deteccion de P. vivax, PvCOX1-LAMP mostr6 un
LOD de 23.9 copias de plasmido/pL y un LOD de 2.4 parésitos/pL, mientras que
Pvr47-LAMP mostré6 un LOD de 15.6 copias de pldsmido/uL. y un LOD de 3

parésitos/uL (Tabla 2).
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Tabla 2.

Limite de Deteccion de los sistemas LAMP disenados

Empleando muestras sanguineas

Empleando plasmido recombinante
para cada blanco de amplificacion

PvCOX1-LAMP LOD 2.4 parésitos/pL

PvCOX1-LAMP LOD 23.9

95%CI: 1.8-4.8

copias/puL 95%CI: 16.1-65.8

Pardsitos/jL*: Positi‘vo/n° Plé§mid0 Positi‘vo/n°
replicas (Copias/uL): replicas
214.1 15/15 1684.0 15/15
21.4 15/15 168.4 15/15
2.1 13/15 16.8 13/15
1.1 9/15 8.5 7/15
0.5 0/15 3.4 1/15

Pvr364-LAMP LOD 3.7 parésitos/puL

95%CI: 2.8-7.5

Pvr364-LAMP LOD 27.3
copias/puL 95%CI: 19.1-133.6

3D7 cultivo Positivo/n® Plasmido Positivo/n®
(Parésitos/pL): replicas (Copias/pL): replicas
314.2 15/15 1865.5 15/15
314 15/15 186.6 15/15
3.1 13/15 18.7 12/15
1.6 6/15 9.3 4/15
0.8 0/15 1.9 0/15

Pvr47-LAMP LOD 3 parasitos/pL

95%CI: 2.1-6.8

Pvr47-LAMP LOD 15.6 copias/pL

95%CI: 11.9-30.5

Pardsitos/jL*: Positi‘vo/n° Plé§mid0 Positi‘vo/n°
replicas (Copias/uL): replicas
214.1 15/15 1631.6 15/15
21.4 15/15 163.2 15/15
2.1 12/15 16.3 14/15
1.1 5/15 8.2 9/15
0.5 0/15 3.3 0/15

PfEMP1-LAMP LOD 3.3 parésitos/uL

95%CI: 2.4-6.7

PfEMP1-LAMP LOD 28.9
copies/puL 95%CI: 21.2-86.7

3D7 cultivo Positivo/n® Plasmido Positivo/n®
(Parésitos/pL): replicas (Copias/pL): replicas
314.2 15/15 2076.0 15/15
314 15/15 207.6 15/15
3.1 14/15 20.8 12/15
1.6 8/15 10.4 3/15
0.8 1/15 2.1 0/15

* Pool de muestras de sangre de pacientes infectados cuantificados en
parasitos/ uL por PCR en tiempo real.
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4.1.2. Especificidad analitica de LAMPs disefiados

En general, los LAMP colorimétricos con blancos de amplificacion P/EMP1
y Pfr364 mostraron una alta especificidad para detectar P. falciparum 3D7 y las
muestras de referencia correspondientes a P. falciparum de la distribucion de
control externo de calidad 4260 del Servicio de Parasitologia del Servicio Nacional
de UK-NEQAS (Figura 5). Los LAMP colorimétricos disefiados para P. vivax con
los blancos de amplificacion COX1 y Pvr47 mostraron una reaccion positiva con la
cepa Sal-I de P. vivax; pero también mostraron una reaccion positiva con P.
knowlesi, probablemente debido a la alta similitud gendmica.

En ninguno de los casos los LAMP colorimétricos disefiados mostraron
reaccion positiva a la muestra de ADN de P. malariae proporcionadas por el CDC
de Atlanta-Estados Unidos o a la muestra de P. ovale del control externo de calidad

de UK-NEQAS.
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Figura §.

Especificidad de los distintos LAMP colorimétricos.
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(1) ADN de P. falciparum 3D7; (2) ADN de P. vivax Sal-I; (3) ADN de P.
malariae; (4) P. ovale 200000 parasitos/mL, (5) P. vivax 20000 parasitos/mL,
(6) P. falciparum 20000 parasitos/mL, (7) ADN negativo a Plasmodium, (8) P.
knowlesi 200000 parasitos/mL, (9) P. vivax 10000 parasitos/mL, (10) P.
falciparum 10000 parasitos/mL, (F) P. falciparum control positivo, (V) P. vivax

control positivo, (BX) control en blanco

47



4.1.3 Evaluacién de los LAMPs disefiados con muestras sanguineas de

infecciones microscdpicas, submicroscopicas y negativas a Plasmodium

Los LAMPs se evaluaron con ADN extraido mediante dos procedimientos,
el kit de ADN MCS y el método ADN BS. Las muestras empleadas se clasificaron
en tres grupos de muestras de sangre: 28 muestras de infecciones diagnosticadas
por microscopia, 101 muestras de infecciones submicroscépicas de malaria
detectadas solo por qPCR, y 183 muestras negativas a malaria por microscopia y

PCR.

4.1.3.1. Evaluacion de los LAMPs diseniados para detectar P. vivax

A pesar de los auspiciosos resultados mostrados por Amaral en el 2019 [43],
para la deteccion de P. vivax mediante un PCR empleando el locus Pvr47, nuestro
disefio en este mismo locus resultd en una sensibilidad menor a la que reportamos
empleando los cebadores de nuestro disefio para el locus mitocondrial en el
PvCOX1-LAMP (Tabla 3 y Figura 6).

El PvCOX1-LAMP mostr6 la mayor sensibilidad para la deteccion de P.
vivax. Usando ADN MCS, el PvCOX1-LAMP detecto el 100 % (21/21) de las
muestras con infecciones microscopicas y el 86,7 % (72/83) de las muestras con
infecciones submicroscopicas, mientras que el Pvr47-LAMP detecto solo el 71,4 %
(15/21) y el 36,1% (30/83) de estas muestras, respectivamente (Tabla 3). Asimismo,
utilizando ADN BS, el PvCOX1-LAMP detectd el 81% (17/21) de muestras
microscopicas y el 36,1% (30/83) de muestras submicroscopicas, mientras que con
el Pvr47-LAMP solo se detectd el 52,4% (11/21) y el 22,9% (19/83) de estas

muestras, respectivamente.
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En el grupo de infeccion microscopica, solo cuatro muestras de BS dieron
resultados negativos en PvCOX1-LAMP; dos de estas muestras tuvieron una
densidad parasitaria de 324 y 514 parasitos/uL cada una, mientras que en las otras
la densidad parasitaria fue la mas baja detectada por microscopia, ambas con 32
parésitos/uL.

En el tercer grupo de muestras negativas a malaria por microscopia y PCR,
se encontraron cinco muestras positivas a P. vivax por PvCOX1-LAMP, mediante
el uso de ADN MCS (Figura 6). Luego de una evaluacion adicional con PCR
TagMan, descrito por Rougemont et al. [24], se observd que estas muestras tenian
niveles muy bajos de densidad parasitaria y que, por lo tanto, corresponden a
muestras con un resultado estocastico o con resultados cambiantes en las réplicas

de analisis.
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Figura 6.
Diagrama de Venn muestra la distribucion de las muestras detectadas para P.

vivax por PvCOX1-LAMP (panel A) y por Pv47-LAMP (panel B).

A

PvCOX1-LAMP MCS ~ PvCOX1-LAMP BS
Microscopia

B Pv47-LAMP MCS Pv47-LAMP BS
Microscopia

MCS: empleando ADN purificado por MCS (del inglés Mini Column Spin)
BS: empleando ADN extraido por BS (del inglés Boil & Spin)

PV: Plasmodium vivax
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4.1.3.2. Evaluacion de los LAMPs diseriados para detectar P. falciparum

En términos de sensibilidad y especificidad, los LAMP para P. falciparum
(Pfr364-LAMP y PfEMP1-LAMP) fueron muy similares y no mostraron una
significancia estadistica con la prueba de McNemar cuando se utilizo ADN BS (chi-
cuadrado = 0.25, gl = 1, valor de p = 0,6171) y una concordancia moderada al ser
comparados con PCR con indices Cohen’s Kappa entre 0.64 y 0.57. Ambos LAMP
incrementaron sus indices Cohen’s Kappa entre 0.74 y 0.82 cuando se utiliz6 ADN
MCS (Tabla 4).

Tanto Pfr364-LAMP como PfEMP1-LAMP no presentaron problemas en
detectar todas las infecciones de malaria del grupo de infecciones microscopicas
(n=7) usando ADN MCS y ADN BS. Sin embargo, ambos ensayos exhibieron
dificultad para detectar infecciones submicroscopicas; PFEMP1-LAMP detecto
mayor cantidad de muestras, pero acompanado con una pérdida de especificidad
cuando se evalu6 con ADN MCS (Tabla 4 y Figura 7). Por otro lado, empleando
ADN BS, el Pfr364-LAMP detectdé 6 de 18 muestras del grupo de infecciones
submicroscopicas, mientras que PfEMPI-LAMP detectd solo cuatro muestras
(Figura 7).

Adicionalmente una muestra clasificada como infeccion a P. vivax con una
densidad parasitaria baja de 40 parasitos/uL por PCR, también dio reaccion positiva
a ambas pruebas Pfr364-LAMP y PfEMPI-LAMP como una infeccién por P.
falciparum. Esta muestra también dio positivo para P. vivax en PvCOX1-LAMP
usando ADN de MCS, y posteriormente mediante TagMan qPCR descrito por

Rougemont et al. [24] se determind que correspondia a una infeccion mixta.
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Figura 7.
Diagrama de Venn muestra la distribucion de las muestras detectadas para P.
falciparum. En el panel A para PFEMP-LAMP y en el panel B para Pfr364-

LAMP.

A

PfEMPI1-LAMP MCS PfEMP1-LAMP BS
Microscopia

Pfr364-LAMP MCS  Pfi364-LAMP BS
Microscopia

MCS: empleando ADN purificado por MCS (del inglés Mini Column Spin)
BS: empleando ADN extraido por BS (del inglés Boil & Spin)

PF: Plasmodium falciparum
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4.1.3.3. Evaluacion de los LAMPs disefiados para la deteccion de P. vivax

y P. falciparum

El diagnostico de especie de P. vivax y P. falciparum con la combinacion
PvCOX1-LAMP y Pfr364-LAMP mostraron una sensibilidad del 84.5 % en
comparacion con el 87.6 % de sensibilidad de PvCOX1-LAMP y PfEMP1-LAMP,
usando ADN MCS; mientras que empleando BS DNA, los valores fueron de 47,3%
para la combinacion PvCOXI1-LAMP y Pfr364-LAMP y 45,7%, para la
combinacion PvCOX1-LAMP y PfEMP1-LAMP (Tabla 5).

El sistema combinado PvCOX1-LAMP y Pfr364-LAMP mostrd una
especificidad ligeramente mayor que la combinacion PvCOX1-LAMP y PfEMP1-
LAMP usando MCS DNA, en 97,3% y 96,7%, respectivamente (Tabla 5). Esta
ligera diferencia indica que PFEMP1-LAMP puede disminuir la especificidad del
sistema cuando los dos ensayos LAMP individuales se utilizan para la deteccion de
P.vivaxy P. falciparum.

Los LAMPS PvCOX1-LAMP y P{r364-LAMP detectaron el 80,2% (81
muestras) de las infecciones submicroscopicas detectadas solo por PCR, utilizando
ADN MCS, mientras que el 36,6% (37 muestras) se detectaron mediante ADN BS.

Los resultados se publicaron en el articulo titulado: “Multicopy targets for
Plasmodium vivax and Plasmodium falciparum detection by colorimetric LAMP”

[50].
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4.1.3.4. Distribucion de la densidad parasitaria y su relacion con la

positividad de PvCOXI-LAMP vy Pfr364-LAMP

La distribucion de densidad de parasitos por PCR utilizada en este estudio
mostro que 43 de 129 (33,33%) muestras positivas tenian una densidad parasitaria
superior a 100 parasitos/uL determinada por PCR (Figura 8). Estos incluyen 25 de
las 28 muestras diagnosticadas por microscopia con densidad parasitaria mayor a
500 parésitos/puL y tres muestras correspondientes a infecciones por P. vivax con
densidades parasitarias de 31, 32 y 36 parasitos/uL determinada por microscopia.

Considerando el escenario para la deteccion de P. vivax 'y P. falciparum con
la combinacion de los resultados individuales PvCOX1-LAMP y Pfr364-LAMP
empleando ADN MCS, se detectaron 43 infecciones con densidades parasitarias
mayor a 100 parasitos/uL y 66 infecciones con densidades parasitarias menor a 100
parésitos /uL. Empleando ADN BS solo se detectaron 38 con densidades
parasitarias superiores a 100 parasitos/uL. y 23 con densidades parasitarias
inferiores a 100 parasitos /uL.

En la Figura 6, se puede apreciar que en las muestras evaluadas el mayor
porcentaje lo conformaban muestras con una densidad menor a 100 parasitos/ uL
cuantificados por PCR. Los LAMP empleando ADN BS resultaron ser mas
afectados por la densidad parasitaria menor de 100 parasitos/uL comparandolos con

el LAMP empleando ADN MCS.
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Figura 8.

Muestras positivas por prueba diagnostica en relacion con la densidad parasitaria
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Los puntos en rojo indican las muestras detectadas por microscopia, los puntos en
negro indican las muestras detectadas por cada prueba diagnostica. El punto en
verde indica la muestra con infeccion mixta detectada por LAMP. Pruebas
diagnosticas: LBS-F: LAMP con ADN BS para P. falciparum; LBS-V: LAMP con
ADN BS para P. vivax; LBS-P: LAMP con ADN BS para P. falciparum y P. vivax;
LMCS-F: LAMP con ADN MCS para P. falciparum; LMCS-V: LAMP con ADN
MCS para P. vivax; LMCS-P: LAMP con ADN MCS para P. falciparum y P. vivax;
P-F: PCR para P. falciparum; P-V: PCR para P. vivax; P-P: PCR para P. falciparum

y P. vivax.
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4.2 Evaluacion de LAMP comercial y un nuevo diseiio de LAMP

colorimétrico “in house”.

La comparacion se realiz6 para determinar la utilidad del uso combinado de
las pruebas diagndsticas LAMPs comerciales Loopamp™ Malaria Pan Detection
Kit con la prueba diagnostica Loopamp™ Malaria Pv Detection Kit y el uso
combinado de PvCOX1-LAMP & Pfr364-LAMP para la identificacién de las
especies de malaria en el contexto peruano donde solo se reportan casos de P.

falciparum 'y P. vivax.

4.2.1 Comparacién de la deteccion del género Plasmodium por

Loopamp™ Malaria Pan Detection Kit v el resultado del LAMP colorimétrico “in

house”

El Loopamp™ Malaria Pan Detection Kit reaccioné positivamente
formando el precipitado y la emisién de fluorescencia a la luz ultravioleta en el
analisis de 225 muestras de las 559 muestras evaluadas. Comparando este resultado
y considerando el diagnostico molecular por PCR como prueba de referencia, el
Loopamp™ Malaria Pan Detection Kit mostrd una sensibilidad de 87.7%, mayor a
la sensibilidad para la deteccion de Plasmodium de 76.7%, obtenida de la aplicacion
de los LAMPs colorimétricos “in house” PvCOX1-LAMP y P{r364-LAMP. Sin
embargo, la especificidad mostrada por el Loopamp™ Malaria Pan Detection Kit
de 94.4% fue menor a la obtenida por el LAMP colorimétrico “in house” que
alcanzo el 99.7%) para detectar Plasmodium (Tabla 6).

El Loopamp™ Malaria Pan Detection Kit a diferencia de PCR detectd

infecciones en 18 muestras adicionales que conforman los falsos positivos; de éstos,
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15 fueron positivos a Loopamp™ Malaria Pv Detection Kit. Mientras que el

combinado de LAMP colorimétrico solo detectd 1 falso positivo (Tabla 6).
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El combinado colorimétrico LAMP “in house” no pudo detectar 8§ muestras que
fueron diagnosticadas por microscopia, 5 como infecciones por P. falciparum (con
densidades parasitarias entre 2071 y 141 parasitos /uL) y 3 como infecciones por
P. vivax (con densidad parasitaria menor a 75 pardsitos /uL). Mientras que el kit
Loopamp™ malaria pan detection kit, no pudo detectar 3 muestras diagnosticadas
por microscopia (una con P. falciparum con densidad parasitaria de 2692 parésitos
/uL y otras dos con P. vivax con densidades parasitarias de 2370 y 28655 parésitos

/uL) (Figura 9).

61



Figura 9.
Diagrama de Venn muestra la distribucion de las muestras detectadas para
Plasmodium empleando microscopia, Loopamp™ Malaria Pan Detection Kit,

LAMP colorimétrico “in house” y qPCR.

Loopamp Malaria PvCOX1LAMP &
pan detection kit Pfr364LAMP

Microscopia
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4.2.2 Comparacién de la deteccion de la especie P. vivax por Loopamp™

Malaria Pv Detection Kit v el resultado del PvCOX1-LAMP colorimétrico

“in house”

Para la determinacion de la especie P. vivax, el Loopamp™ Malaria Pv
Detection Kit reacciond positivamente con 180 muestras alcanzando una
sensibilidad de 84.4%, y especificidad de 92.4%. Mientras que los resultados
obtenidos por PvCOX1-LAMP para la especie P. vivax alcanzaron una sensibilidad
de 79.9% y especificidad de 99.7% (Tabla 7).

La identificacion de 29 infecciones adicionales para P. vivax, en
comparacion al PCR, provocan que el VPP disminuya a 83.9%, mientras que
PvCOX1-LAMP presenta un VPP de 99.3%. Las 28 muestras positivas a PCR y no
detectadas por Loopamp™ Malaria Pv Detection Kit determinan que el VPN sea
de 92.6%. Sin embargo, no es significativa la diferencia al compararlo con el VPN

de 91.3 obtenido por PvCOX1-LAMP (Tabla 7).
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El Loopamp™ Malaria Pv Detection Kit a diferencia de PCR detecto
infecciones en 28 muestras adicionales, 3 fueron positivos a P. falciparum por PCR,
10 fueron positivos a P. falciparum por microscopia y PCR y 1 como mixto por
microscopia y P. falciparum por PCR. Mientras que el PvCOX1-LAMP solo
detect6 1 muestra adicional que por LAMP colorimétrico fue mixta mientras que
por microscopia y PCR el resultado fue P. falciparum (Figura 10).

El PvCOX1-LAMP no pudo detectar 3 muestras que fueron diagnosticadas
por microscopia (con densidad parasitaria menor a 75 parasitos /uL). Mientras que
el kit Loopamp™ malaria Pv detection kit, no pudo detectar 4 muestras
diagnosticadas por microscopia (con densidad parasitaria entre 2318 y 28655

parésitos /uL) (Figura 10).
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Figura 10.
Diagrama de Venn muestra la distribucion de las muestras detectadas para P.
vivax empleando microscopia, Loopamp™ Malaria Pv Detection Kit, PvCOX1-

LAMP colorimétrico “in house” y qPCR.

Loopamp Malaria
Pv detection kit

PvCOX1-LAMP

Microscopia (PV) PCR (PV)
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4.2.3 Evaluacion del esquema combinado del Loopamp™ Malaria Pan

Detection Kit v Loopamp™ Malaria Pv Detection Kit.

La prueba comercial Loopamp™ Malaria Pan Detection Kit en
combinacion con la prueba Loopamp™ Malaria Pv Detection Kit, mostraron una
sensibilidad diagnostica superior a la de microscopia, lo cual evidenciaria su
potencial uso en areas rurales donde el diagndstico por microscopia no puede
desarrollarse con buena calidad por el desgaste y deterioro de los microscopios o
por la falta de personal de salud con capacitacién continua en microscopia para la
deteccion de malaria. A pesar de esta ventaja en sensibilidad, el diagndstico de P.
vivax por Loopamp™ Malaria Pv Detection Kit, mostré un porcentaje de 7.2%
(13/180) de falsos positivos a P. vivax, diez de los cuales fueron diagnosticados
como P. falciparum tanto por microscopia como por PCR mientras los otros 3
fueron diagnosticados como infecciones de P. falciparum solo por PCR.

Los resultados indican que el esquema combinado de ambas pruebas LAMP
no podria ser aplicado para la diferenciacion de P. vivax y P. falciparum. Con la
finalidad de lograr una mejor diferenciacion, se deberia mejorar la especificidad de
Loopamp™ Malaria Pv Detection Kit, pudiéndose agregar una prueba adicional
que ayude a una mejor determinacion de la especie de P. falciparum. Los datos se
publicaron en el articulo titulado: “Diagnosis of Plasmodium vivax by Loop-
Mediated Isothermal Amplification in Febrile Patient Samples from Loreto, Peru”

[49].
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4.3 Evaluacion del diagndstico de malaria empleando LAMP

colorimétrico en muestras de sangre impregnada en papel filtro provenientes

de colecta activa y pasiva.

43.1 Deteccion de Plasmodium vivax y Plasmodium falciparum en
muestras de colecta pasiva de la comunidad nativa de Nueva Jerusalén.

De las 43 1muestras de sangre impregnada en papel filtro, se determinaron por
microscopia 97 infecciones por P. vivax y 5 infecciones causadas por P. falciparum,
el método de diagnostico molecular empleando qPCR detectd 140 positivos (129
para P. vivax, 9 para P. falciparum y 2 mixtos), mientras el LAMP colorimétrico
“in house” (Pfr364-LAMP y PvCOXI1-LAMP) usando ADN BS detectdo 109
positivos (100 para P. vivax, 7 para P. falciparum y 2 mixtos), y el LAMP
colorimétrico “in house” usando ADN MCS detectd 116 positivos (109 para P.

vivax, 5 para P. falciparum y 2 mixtos) (Tabla 8).
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Tabla 8

Deteccion de especie de Plasmodium en muestras de colecta pasiva por
prueba diagnostica.

Prueba diagndstica

LAMP LAMP
empleando ADN | empleando ADN
gPCR Microscopia BS MCS
P. vivax
(n=129) P. vivax (n=97) | P. vivax (n=100) | P. vivax (n=109)
P. falciparum P. falciparum P. falciparum P. falciparum
(n=9) (n=5) (n=7) (n=5)
Mix (P. vivax + | Mix (P. vivax + | Mix (P. vivax + | Mix (P. vivax +
P. falciparum, P. falciparum, P. falciparum, P. falciparum,
n=2) n=0) n=2) n=2)
Negativos Negativos Negativos Negativos
(n=291) (n=329) (n=322) (n=315)
Sensibilidad* 72.90% 77.10% 82.10%
95 1C: 65.5%- 80.2% 95 1C: 70.2%-84.1% 95 1C: 75.8%- 88.5%
Especificidad * 100.00% 99.70% 99.70%
951C:99%-100% 951C:99%-100%
AUC * 0.86 0.88 0.91
0.82-0.90 0.85-0.92 0.87-0.94
Concordancia 0.78 0.81 0.86
Cohen's Kappa * 0.72- 0.85 0.76 — 0.87 0.80 - 091

*Meétodo de referencia gPCR
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Las diferencias estadisticas se mostraron con la prueba de McNemar entre
LAMP colorimétrico usando ADN MCS y microscopia (chi-cuadrado = 6.5, df =
I, valor p = 0.01079); pero no hubo diferencias estadisticas entre LAMP
colorimétrico usando ADN BS y microscopia (chi-cuadrado = 1,8947, gl = 1, valor
de p=0,1687). Ademads, el LAMP colorimétrico “in house” empleando ADN MCS
mostrd un valor de area bajo la curva ROC (AUC) de 0.91, seguido del LAMP
colorimétrico “in house” empleando ADN BS (0.88) y finalmente el valor mas bajo

fue el obtenido por microscopia (0,86) (Figura 11).
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Figura 11.
Grafico comparativo del AUC entre Microscopia y LAMP colorimétrico “in

house” empleando muestras de ADN de colecta pasiva.
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En la distribuciéon de muestras positivas ambos LAMP colorimétrico “in
house” usando ADN MCS y ADN BS, identificaron cada uno una muestra positiva
adicional para P. vivax en comparacion a qPCR.

Por otro lado, cuatro muestras detectadas por microscopia y qPCR fueron
negativas para LAMP colorimétrico “in house” usando ADN BS y ADN MCS.
Todas estas muestras tuvieron baja densidad parasitaria a qPCR (menor a 10
parésitos/pL). Otras dos muestras detectadas por microscopia y qPCR, resultaron
negativas por LAMP colorimétrico usando ADN BS con baja densidad parasitaria
(una muestra menor a 10 parasitos/uL por qPCR y la otra de 85 parasitos/uL por
qPCR). Otras dos diferentes muestras fueron negativas mediante LAMP
colorimétrico utilizando ADN MCS con una densidad parasitaria inferior a 10

parasitos/uL cuantificado por qPCR (Figura 12).
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Figura 12. Diagrama de Venn mostrando la distribucion de muestras positivas por

prueba diagnostica en casos pasivos.
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4.3.2 Deteccion de Plasmodium vivax y Plasmodium falciparum en

muestras de colecta activa de la comunidad nativa de Nueva Jerusalén.

Se analizaron un total de 574 muestras de coleccidon activa, de las cuales la
microscopia en campo identifico 72 positivos (66 para P. vivax y 6 para P.
falciparum).

Empleando qPCR se obtuvieron 125 positivos (117 para P. vivax y 8 para P.
falciparum), mientras que el LAMP colorimétrico “in house” (Pfr364-LAMP y
PvCOX1-LAMP) con ADN BS detect6 79 positivos (72 para P. vivax, para 6 P.
falciparum y 1 mixto), y el LAMP colorimétrico “in house” con ADN MCS detectd

104 positivos (97 para P. vivax, 7 para P. falciparum) (Tabla 9).
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Tabla 9

Deteccion de especie de Plasmodium en muestras de colecta activa por prueba

diagnéstica.
Prueba diagndstica
LAMP empleando | LAMP empleando
qPCR Microscopia ADN BS ADN MCS
P. vivax (n=117) P. vivax (n=66) P. vivax (n=72) P. vivax (n=97)
P. falciparum P. falciparum P. falciparum P. falciparum
(n=8) (n=6) (n=6) (n=7)

Mix (P. vivax + P

Mix (P vivax + P.

Mix (P. vivax +
P. falciparum, n=

Mix (P. vivax +
P. falciparum, n=

falciparum, n=0) | falciparum, n=0) 1) 0)
Negativos Negativos Negativos Negativos
(n=449) (n=502) (n=495) (n=470)
57.60% 63.20% 82.40%
Sensibilidad*

95 CI: 48.9%- 66.3%

95 CI: 54.7%-71.7%

95 CI: 75.7%- 89.1%

Especificidad *

100.00%
95 CI: 100%-100%

100.00%
95CI:100%-100%

99.80%
95 CI: 99.3%-100%

0.79 0.82 091
AUC *
0.75-0.83 0.77-0.86 0.88-0.95
0.68 0.73 0.87
Concordancia Cohen’s
Kappa * 0.60- 0.76 0.66 — 0.80 0.83-0.92

*Meétodo de referencia gPCR




En la determinacion de las especies de P. vivax y P. falciparum, la prueba
McNemar muestra diferencias estadisticas entre LAMP colorimétrico utilizando
ADN MCS y microscopia (chi-cuadrado = 24,025, df = 1, valor de p <0.001), pero
no hubo diferencias estadisticas entre LAMP colorimétrico usando ADN BS y
microscopia (chi-cuadrado = 1.7143, df = 1, valor p = 0.1902). Ademas, el mayor
valor del area bajo la curva ROC (AUC) se obtuvo con LAMP colorimétrico usando
ADN MCS (0.91), seguido del LAMP colorimétrico usando ADN BS (0.82) y

finalmente microscopia (0.79) (Figura 13).
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Figura 13.
Grafico comparativo del AUC entre Microscopia y LAMP colorimétrico “in

house” empleando muestras de ADN obtenidos en colecta activa.
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El LAMP colorimétrico usando ADN MCS identificé una muestra positiva
adicional para P. vivax en comparacion a qPCR. Ambos LAMPs utilizando ADN
BS o ADN MCS no pudieron detectar cuatro muestras identificadas por
microscopia y qPCR. Otras tres diferentes muestras resultaron negativas por LAMP
colorimétrico utilizando ADN BS, todas con densidad parasitaria baja por qPCR

(menor a 70 parasitos/uL) (Figura 14).
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Figura 14.
Diagrama de Venn mostrando la distribucion de muestras positivas por prueba

diagnostica en casos activos.
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4.3.3 Distribucion de la densidad parasitaria v la positividad de LAMP

colorimétrico en muestras de colecta activa y pasiva

La distribucion de las muestras positivas por su densidad parasitaria tanto
en muestras de colecta pasiva y colecta activa no muestran una diferencia
significativa; pero si podemos apreciar una ligera tendencia a que las muestras de
colecta pasiva presenten mayoritariamente una densidad parasitaria mayor a 100
pardsitos/puL. Mientras que en las muestras de colecta activa se observa que tienden

a presentar una densidad parasitaria menor a 100 parésitos/puL (Figura 15).
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Figura 15
Distribucioén de la positividad de muestras por prueba diagndstica en relacion a la

densidad parasitaria

L] L ] L] L]
° ° Y Y L] L] L] L]
- o0 o0 o0 o0
10000 % %o % % ose ooe 0222 oos
: O E &
I e i el wdh o
T e’ o0e® o0® L S000e  95ee  S50ee Soeee
S seodes  Seofes  ceodes  seedes  S0ee  25ee
CUUT e e wie o owe SRh BRE Au B
© U L oe  ec’ voe
P P A i e
2 100 +--=-- %: ____ﬁ____g:_____._.g _____ €9 _ _ _ _a%g _ _ _09!____..9::__
@ T 0%e0 %eq. H . [ o o0
g —:ll L] .% 00..".% .‘5§:.:: .:. .:. o:‘ 00:
& T e (A o0 o % S : oo
T Y . 2
o 4 o9 oo’ og® . Qe
|8  e% e o Segee®
1092 e oo% 3 ot o o*2% Qﬁ:ﬁ'
T ede o%oce % oo % oe®ey . o0 .
5 o'S% pee o .
é [ . ooe:eo o*e oveq o oo
. ° ° d hd
1 . % &
L] o e
. ° L
ALBS A LMCS AM AP P LBS P LMCS PM PP

A LBS-F: LAMP con ADN BS de colecta activa; A LMCS: LAMP con ADN
MCS de colecta activa; A M: Microscopia de colecta activa; A P: qPCR de
colecta activa; P LBS-F: LAMP con ADN BS de colecta pasiva; P LMCS: LAMP
con ADN MCS de colecta pasiva; P M: Microscopia de colecta pasiva; P P: qPCR
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V  DISCUSION

En el Peru, el mayor numero de casos de malaria se reportan en las regiones
rurales donde todavia se utiliza el diagnostico por microscopia.
Desafortunadamente, es en estas mismas areas rurales donde la calidad del
diagnostico por microscopia se ve afectada por la falta de técnicos expertos en
microscopia y el mal mantenimiento de los microscopios.

En este estudio, se ha evaluado la efectividad del LAMP comercial y se han
desarrollado nuevos ensayos LAMP colorimétricos “in house”, que fueron
evaluados con muestras microscopicas y submicroscopicas previamente evaluadas
por PCR en tiempo real.

Los métodos LAMP comercial de mayor difusion al inicio de esta tesis son
los Loopamp™ Malaria Detection Kits (Eiken Chemical Co., Tokyo, Japan) y el
Illumigene® (actualmente Alethia ®) malaria LAMP (Meridian Bioscience Inc.,
Cincinnati, OH, USA), ninguno de ellos requiere cadena fria y son estables a
temperatura ambiente de condiciones de laboratorio [31]. El ultimo de los kits
disponibles comercialmente para el diagndstico de infecciones por P. vivax
(Loopamp™ Malaria Pv Detection Kit) se evalud en esta tesis con la finalidad de
aplicarlo solo en combinacién con Loopamp™ Malaria Pan Detection Kit. Sin
embargo, el 7.2% de falsos positivos nos indica la necesidad de una evaluacion
adicional para diferenciar entre P. vivax y P. falciparum con la finalidad de
proporcionar el tratamiento adecuado segtn la especie. El uso de Loopamp™ Pf
Malaria kit podria mejorar el diagndstico a pesar de que, en el estudio de Serra et

al. [33], 3.9% de infecciones detectadas por reaccion con este kit no fueron
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comparables con la determinacion de la especie por PCR. Asi mismo, evaluando
los costos de la evaluacion, para la determinacion de la especie en una muestra se
requeririan de tres pruebas en total, lo que incrementa el costo a aproximadamente
$ 16.8 USD ($ 5.6 costo de reactivo por cada prueba). La opcion para contrarrestar
este alto costo estaria en el desarrollo de pruebas propias que debieran ser
estandarizadas e implementadas en las mismas areas endémicas, luego de una
evaluacion de efectividad y factibilidad.

Por otro lado, la determinacion visual de los resultados de los kits de
Loopamp basados en turbidez o fluorescencia con luz ultravioleta también pudo ser
responsable del porcentaje de error en los falsos positivos. Asimismo, en
condiciones en que las infecciones tienen una baja densidad parasitaria la
determinacion visual no seria muy notoria causando error en el operario.

De los diferentes formatos colorimétricos disponibles para la visualizacién
de los resultados de LAMP, el cambio de color de la reaccion utilizando el indicador
de pH rojo neutro, ha sido ventajoso en comparacion a colorantes como el verde de
malaquita, que solo varian en la intensidad del color y pueden sesgar la
visualizacion produciendo resultados insatisfactorios [51].

Con estas consideraciones se desarrolld el LAMP en un formato
colorimétrico basado en el cambio de color de amarillo a fucsia del indicador de pH
rojo neutro cuando se produce la disminucion del pH producto de la reaccion de
sintesis de ADN.

En condiciones de laboratorio, los LAMP colorimétricos “in house”
desarrollados mostraron un LOD entre 2.4 y 3.7 parasitos/puL, un nivel de deteccion

comparable con otros estudios LAMP para el diagnostico de malaria, en los que la
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sensibilidad de deteccion varid segun el blanco de amplificacion empleado. Varios
estudios han informado un LOD de 10-125 parasitos/uL utilizando pruebas
especificas de género y especie-especificas con blancos de amplificacion como 18S
rARN, alfa-tubulina y secuencias repetidas de r64 [52, 53, 54]. Mientras que los
reportes de LOD maés bajos (entre 1,4 y 5 parasitos/uL) se han alcanzado empleando
una sonda especifica de especie para P. vivax y P. falciparum empleando un blanco
de amplificacion mitocondrial [34, 55, 56].

Los resultados obtenidos nos indican que proximos al nivel del LOD el
numero de falsos negativos se incrementa, mas atin cuando se emplea la preparacion
de la muestra por el método de calentamiento y centrifugacion. De hecho, los falsos
negativos empleando calentamiento y centrifugacion pueden explicarse debido a la
baja calidad del ADN por la presencia de inhibidores enzimaticos.

Los ensayos LAMP disefiados en el presente estudio han demostrado ser
muy especificos utilizando muestras de diferentes especies de Plasmodium. Solo el
blanco de amplificaciéon de COX1 mostro reactividad para P. vivax y P. knowlesi,
muy probablemente porque las dos especies estan relacionadas genéticamente. Sin
embargo, esta desventaja solo representa un problema en los paises asiaticos donde
P. knowlesi suele causar brotes de infeccion [57].

El locus Pvr47 ha sido evaluado en disefios de PCR en tiempo real y
recientemente en un LAMP colorimétrico mostrando una alta especificidad y
sensibilidad en la deteccion de P. vivax [43,58]. Sin embargo, en nuestro disefo
contrariamente no alcanzamos una alta sensibilidad en la deteccion de infecciones
por P. vivax, resultando ser menos sensible que nuestro disefio con el PvCOX1-

LAMP. Esta diferencia debe ser analizada debido a que podria estar relacionada a
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una baja complementariedad de nuestro cebador con el blanco de amplificacion en
algunas muestras, puesto que empleando el plasmido especifico en la determinacion
del LOD por copias/uL el valor obtenido es similar al obtenido por PvCOX1-
LAMP.

Comparando los métodos de preparacion de muestras, el uso del método de
calentamiento y centrifugacion para el ADN BS fue simple, rapido y no requirid
mucha experiencia. En contraste, el kit de mini columna comercial y centrifugado
para el ADN MCS requirié algo de experiencia en el manejo de equipos y
materiales de laboratorio, y condiciones especiales de almacenamiento ya que
pueden ser afectados por el clima tropical de ser trasladados a campo. Ademas, el
costo por preparacion de la muestra por reaccion para ADN BS y centrifugacion
resulto ser mas econdmico ($ 0.03 USD por extraccion para ADN BSy $ 2.70 USD
por extraccion para ADN MCS).

En general, los resultados con el grupo de infecciones microscopicas de
malaria indican que se pueden utilizar los ensayos LAMP colorimétricos “in house”
con ADN BS sin alterar la eficiencia del diagnéstico por microscopia, es decir,
aplicable en condiciones cuando el diagndstico por microscopia no pueda
realizarse. Solo 4 de 21 muestras dieron resultado negativo para P. vivax en los
ensayos empleando sangre entera, asi como también 6 de 102 muestras en el caso
de colecta pasivay 7 de 72 muestras en el caso de colecta activa y todas las muestras
con infecciones de densidad parasitaria menor a 100 parasitos/puL. No obstante, se
necesita un estudio futuro en campo para medir la eficiencia real del diagndstico.

Los LAMPs colorimétricos “in house” para P. falciparum (Pfr364-LAMP

como PfEMPI-LAMP) detectaron todas las infecciones microscopicas por P.
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falciparum con ambos tipos de ADN extraidos. Sin embargo, ambos mostraron las
mismas dificultades para detectar infecciones submicroscopicas por debajo de 10
pardsitos/uL. Lamentablemente, el nimero de muestras evaluadas para P.
falciparum fue muy pequefio, lo que impidi6 definir la mejor prueba para una
adecuada evaluacion rutinaria de esta especie; pero segun los resultados de la
identificacion de especies, el ensayo mas especifico para detectar P. falciparum fue
Pfr364-LAMP.

Al comparar el LAMP comercial versus el LAMP colorimétrico “in house ”,
el LAMP comercial muestra ligeramente una mayor sensibilidad que el LAMP
colorimétrico “in house”. Sin embargo, el LAMP comercial mostré6 una
significativa menor especificidad que el LAMP colorimétrico “in house”. Este
resultado nos indica que el uso del LAMP colorimétrico “in house” seria una
herramienta de diagnostico mucho mas precisa al diferenciar las especies en una
infeccion, ademas de ser mas econdmica que el LAMP comercial.

Otro aspecto importante es que a pesar de que las muestras de sangre
impregnada en papel filtro estuvieron almacenadas por el lapso de dos afos, los
resultados obtenidos por LAMP colorimétrico “in house” (PvCOX1 y Pfr364-
LAMP) son comparables a los de microscopia. Ello apoya la idea de que este LAMP
colorimétrico “in house” pueda convertirse en una herramienta que complemente
la microscopia sobre todo en lugares donde los microscopios no tienen un buen
mantenimiento y el acceso a capacitaciones del personal encargado de la
microscopia son espaciadas en el tiempo y no son constantes. E1 AUC para la
microscopia fue siempre el mas bajo (0.79-0.86), y el desempeiio de la microscopia

fue mas impactado en el diagnostico de malaria de muestras con una densidad
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parasitaria inferior a 100 pardsitos/ul, mientras el AUC para el LAMP
colorimétrico “in house” méaximo fue de 0.91 empleando ADN MCS y de 0.82 y
0.88 empleando ADN BS en casos activos y pasivos respectivamente.

También se ha hecho evidente al emplear qPCR que, en las condiciones
endémicas actuales, la carga parasitaria ha disminuido y es en el rango de
densidades parasitarias menores a 100 parasitos/uL donde la microscopia ya no
puede detectar al pardsito y el LAMP colorimétrico “in house” todavia puede
diagnosticar a un gran nimero de infecciones submicroscépicas. Los datos de las
densidades parasitarias en la comunidad nativa de Nueva Jerusalén, con niveles de
transmision constante de malaria, nos muestran que las personas con sintomas que
concurren a una vigilancia pasiva muestran ligeramente una mayor densidad
parasitaria que muestras de personas que son captadas en una vigilancia activa. Sin
embargo, estos datos deben de ser analizados incluyendo el tiempo de aparicion de
los sintomas para poder establecer la relacion de que una mayor evolucion de los
sintomas est4 asociada con una mayor cantidad de parésitos. También se hace mas
evidente la buisqueda de estandares universales para poder tener una mejor
comparacion de las densidades parasitarias y un control mas estricto de las muestras
para poder cuantificarlas. Afortunadamente el laboratorio de malaria esté inscrito a
las evaluaciones externas que realiza el Programa Global de malaria de la
Organizaciéon Mundial de la Salud, y a través de UK NEQAS puede obtener un
control estdndar con el fin de asegurar la calidad en el diagndstico y mantener un
andlisis comparativo de las pruebas de diagnostico entre diversos laboratorios.

En el contexto del diagnostico de malaria en campo, el Plan Malaria Cero

ha promovido la formacién de microscopistas para lograr un diagnostico rapido y

87



de calidad para dar un tratamiento especifico y oportuno. El principal desafio para
el plan hacia la eliminacion de la malaria en el Pert 2022-2030 es lograr la mejora
del sistema de diagndstico complementando el diagndstico microscopico con otras
pruebas diagndsticas que brinden un diagnostico especifico de especies de
Plasmodium causantes de infecciones submicroscépicas. Es alli donde las técnicas
LAMP complementarian enormemente el diagndstico de microscopia al detectar un
grupo esencial de infecciones submicroscopicas con alta especificidad, como
demuestran los resultados de este estudio. Ademas, estos ensayos LAMP
colorimétricos “in house” tienen ventajas significativas, debido a una interpretacion
sencilla de los resultados basada en la inspeccion visual a simple vista, que en los
casos de colecta activa podria reducir el diagnostico erroneo en casos de fatiga
visual de microscopistas sabiendo que en las vigilancias activas hay un incremento
de pruebas diagndsticas por dia a evaluar a comparacion de las vigilancias pasivas.
Una combinacion del LAMP colorimétrico “in house” y la colecta de muestras
impregnadas en papel filtro también resultaria beneficioso reduciendo costos de
transporte cuando se trata de llegar a lugares rurales y muy remotos donde también
se encuentre una distribucién muy dispersa de las casas de los pobladores.

En este contexto se requieren nuevos estudios para determinar la logistica
de implementacion en el campo y los requisitos de capacitacion para los

trabajadores de la salud.
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VI CONCLUSIONES

El uso simultdneo de los blancos de amplificacion multicopia COXI y
Pfr364 en LAMP colorimétrico “in house” para la deteccion de P. vivax y P.
falciparum mejoré el diagnodstico de infecciones submicroscépicas al detectar 37
(36,63%) y 81 (80,20%) infecciones submicroscopicas empleando un método
simple de preparacion de muestras (hervido y centrifugado) y método de

purificacion de ADN (kit de mini columna y centrifugado) respectivamente.

La aplicacion combinada del kit comercial Loopamp™ Malaria Pan
detection kit y el Loopamp™ Malaria Pv detection kit muestran una sensibilidad
mayor a la microscopia y al LAMP colorimétrico in house, pero con una baja

especificidad diagndstica.

El uso simultdneo de los blancos de amplificacion multicopia COXI y
Pfr364 en LAMP colorimétrico “in house” empleando un método simple de
preparacion de muestras es tan confiable como la microscopia en analisis de

muestra impregnadas en papel filtro de colecta activa y pasiva.

El uso simultdneo de los blancos de amplificacion multicopia COXI y
Pfr364 en LAMP colorimétrico “in house” empleando un método de purificacion

de ADN mejora la capacidad diagnostica al detectar un alto numero de infecciones
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submicroscdpicas, obteniéndose un valor maximo de AUC de 0.91 al analizarse

muestras impregnadas en papel filtro de colecta activa y pasiva.
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VI RECOMENDACIONES

Evaluar la viabilidad operativa y la rentabilidad de la implementacion de

LAMP en un centro de salud rural de atencidon primaria.

Evaluar el LAMP colorimétrico en campo en escenarios de apoyo de

vigilancia activa y pasiva.
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Vil LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Las principales limitaciones del estudio estan relacionadas a las muestras:
La reduccién de los casos de malaria en los ultimos afios ha ocasionado que se
requieran colectas de mayor extension en tiempo para poder encontrar un mayor
nimero de muestras con infecciones por P. falciparum. El n muestral empleado con
Pfr364-LAMP y PfEMP1-LAMP no ha permitido una clara y significativa
evaluacion de ambas pruebas LAMP para detectar P. falciparum.

El estado de emergencia sanitaria ocasionada por Covid-19 interrumpi6 el
proceso para la colecta de muestras frescas y evaluaciones in situ, que hubieran
podido evidenciar mejor el empleo de LAMP, por lo que el trabajo se limitd al
empleo de muestras almacenadas en el laboratorio de Malaria — UPCH, con un
diagnostico por microscopia y molecular dependiente del proyecto que cedio las
muestras.

El uso de muestras almacenadas correspondientes a diferentes proyectos
estuvo principalmente limitado a la cantidad de cada muestra disponible por lo que
encontramos limitaciones para repetir o incorporar nuevos analisis.

Ademas, el almacenamiento de las muestras ocasiona deterioro que puede
afectar las muestras de baja densidad parasitaria. La disponibilidad de las muestras
pudo influir al no realizarse las pruebas diagndsticas de forma simultdnea, como en
el caso de la comparacion del LAMP comercial y el LAMP colorimétrico de disefio

in house; la diferencia del tiempo de evaluacion de aproximadamente 1 afio puede
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haber causado la disminucion de la sensibilidad del LAMP colorimétrico de disefo
in house en muestras de baja densidad parasitaria.

Tomando en consideracion el diagnostico por qPCR en el laboratorio de
Malaria — UPCH, se debe indicar también que a pesar de que los sistemas de gPCR
descritos por Mangold y Rougement son sometidos a evaluaciones de calidad con
estandares externos para P. falciparum, el diagnostico molecular puede presentar
variaciones por efecto estocdstico en muestras por debajo y alrededor de 5

parésitos/uL.
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X ANEXOS.

ANEXO 1: Constancia y enmienda aprobadas por el CIEI-UPCH.

Jireccion Universitaria de

JNIVE I
CAYETANO HEREDIA INVESTIGACION, CIENCIA Y
<o b TECNOLOGIA (DUICT)

NLITT
Trinar

CONSTANCIA E070-14-20

El Presidente del Comité Institucional de Etica en Investigacion (CIEI) de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia hace constar que el proyecto de investigacion sefialado a continuacién fue APROBADO por el
Comité Institucional de Etica en Investigacion, bajo la categoria de revision EXENTO. La aprobacion sera
informada en la sesién mds préxima del comité.

Titulo del Proyecto : “Desarrollo y validacién de la amplificacién isotérmica mediada
por bucle para el diagnéstico de malaria y su aplicacién en puesto
de salud de atencién primaria”.

Codigo de inscripcion 1201296
Investigador principal : Nolasco Cérdenas, Oscar Patricio
La aprobacién incluyé los documentos finales descritos a continuacién:

1. Protocolo de investigacion, version recibida en fecha 27 de mayo del 2020
La APROBACION considera el cumplimiento de los estdndares de la Universidad, los lineamientos
Cientificos y éticos, el balance riesgo/beneficio, la calificacion del equipo investigador y la
Confidencialidad de los datos, entre otros.
Cualquier enmienda, desviaciones, eventualidad debera ser reportada de acuerdo a los plazos y normas
establecidas. La categoria de EXENTO es otorgado al proyecto por un periodo de cinco afios en tanto la
categoria se mantenga y no existan cambios o desviaciones al protocolo original. El investigador esta
exonerado de presentar un reporte del progreso del estudio por el periodo arriba descrito y solo
alcanzard un informe final al término de éste. La aprobacién tiene vigencia desde la emisién del presente

documento hasta el 26 de mayo del 2025.

Si aplica, los tramites para su renovacion deberan iniciarse por lo menos 30 dias previos a su
vencimiento.

Lima, 27 de mayo del 2020.
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Presidenta
Comité Institucional de Etica en Investigacion
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% UNIVERSIDAD PERUANA Direccion Universitaria de
: CAYETANO HEREDIA INVESTIGACION, CIENCIA Y
ol TECNOLOGIA (DUICT)

CONSTANCIA

El Presidente del Comité Institucional de Etica en Investigacién (CIEI) de la Universidad Peruana
Cayetano Heredia hace constar que el comité institucional de ética en investigacién aprobd la
ENMIENDA/MODIF ICACION del proyecto de investigacion sefialado a continuacion

Titulo del Proyecto : “Desarrollo y validacién de la amplificacién isotérmica
mediada por bucle para el diagnéstico de malaria y su
ﬂPliCaCi(’)ﬂ en Puesto de Sﬂll‘d de a(encidn Pl'iII]ariﬂ”.

Cédigo de inscripcién : 201296

Investigador principal : Nolasco Cardenas, Oscar Patricio.

La enmienda/modificacién corresponde a los siguientes documentos:

1. Protocolo de investigacién, version recibida en fecha 08 de julio del 2021.

Lima, 03 de agosto del 2021.
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ANEXO 2: Mapas de ubicacion de los cebadores de sintesis de ADN.
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