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Introduccidn. El virus sincicial respiratorio humano (hRSV) es la causa mas frecuente de
infeccién respiratoria aguda de las vias respiratorias inferiores en nifios menores de cinco
afios. El desarrollo de técnicas moleculares para identificarlo es uno de los retos actuales
en el campo de la investigacion clinica.

Objetivo. Evaluar un método de amplificacién isotérmica para la deteccion rapida del
hRSV en nifios con infeccidn respiratoria aguda.

Materiales y métodos. Se extrajo el ARN viral de 304 muestras de hisopado nasal en
nifos con sintomas de infeccién respiratoria aguda atendidos en el servicio de urgencias del
Hospital de la Universidad del Norte en Barranquilla entre abril del 2016 y julio del 2017. Se
evalué la prueba de amplificacion isotérmica mediada por bucle mediante transcriptasa
inversa de la proteina de la matriz (M) (Reverse Transcription Loop-Mediated Isothermal
Amplification, RT-LAMP) comparada con técnicas moleculares como la reaccion en cadena
de la polimerasa mediante transcriptasa inversa multiple anidada (Reverse Transcription-
Polymerase Chain Reaction, RT-PCR), la cual se empled como la prueba estandar, la
PCR en tiempo real (quantitative PCR, gPCR) y la RT-LAMP de la proteina L (L) para la
deteccién rapida del virus sincicial respiratorio (VSR), subtipo A y subtipo B.

Resultados. La prueba de RT-LAMP (M) tuvo una sensibilidad de 93,59 %, una
especificidad de 92,92 % y una concordancia de 0,83 + 0,036 comparada con la prueba
de RT-PCR anidada. El indice kappa del RT-LAMP (M) fue superior, y los valores del RT-
LAMP (L) y la gPCR concordaron (0,75 + 0,043 y 0,71 £ 0,045, respectivamente).
Conclusiones. Estos resultados indican que la prueba RT-LAMP (M) puede considerarse
como una herramienta de utilidad clinica para detectar el hRSRVA, dado que el tiempo
requerido para la obtencién de resultados, asi como los costos, es menor, y su desempefio
es mejor que el de las otras pruebas moleculares evaluadas.

Palabras clave: infecciones del sistema respiratorio; virus sincitiales respiratorios; nifios.

Evaluation of a loop-mediated isothermal amplification method for the rapid detection
of human respiratory syncytial virus in children with acute respiratory infection

Introduction: Human respiratory syncytial virus (hRSV) is the most frequent cause of acute
respiratory infection of the lower respiratory tract in children under the age of five. The
development of molecular techniques able to identify hRSV is one of the current challenges
in the field of clinical research.

Objective: To evaluate the ability of an isothermal amplification method to rapidly detect
hRSV in children with acute respiratory infection.

Materials and methods: We collected 304 nasopharyngeal swab samples from children with
symptoms of acute respiratory infection who attended the emergency unit at Hospital de la
Universidad del Norte in Barranquilla from April, 2016, to July, 2017. After extracting viral RNA
from the samples, we evaluated the ability of the reverse transcriptase-loop-mediated isothermal
amplification (RT-LAMP) M assay to rapidly detect hRSVA and hRSVB compared to other
molecular techniques: quantitative PCR (QPCR), reverse transcriptase-LAMP L assay, and as a
standard, the multiplex nested reverse transcriptase polymerase chain reaction (nested RT-PCR).
Results: The RT-LAMP M assay had a sensitivity of 93.59% and a specificity of 92.92%,
and a concordance of 0.83 + 0.036 as compared with the nested RT-PCR test. While the
Kappa index of the RT-LAMP M assay was higher than the values for the RT-LAMP L assay
and the qPCR, the values of the latter two methods were in agreement (0.75 + 0.043 and
0.71 £ 0.045, respectively).
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Conclusion: Due to the shorter running times, lower costs and better performance of the
RT-LAMP M assay, it can be considered as a useful clinical tool for the detection of RSVA.

Keywords: Respiratory tract infections; respiratory syncytial viruses; child.

El virus sincicial respiratorio humano (hRSV) es la causa principal de las
afecciones respiratorias de origen viral y de las hospitalizaciones pediatricas
a nivel mundial, con 33 millones de casos nuevos cada afo. Aunque afecta
a todos los grupos etarios, los lactantes (<18 meses de edad) y los ancianos
son los grupos que sufren las formas més graves de la infeccién, que afectan
las vias respiratorias inferiores (bronquiolitis y neumonia) (1).

Dadas las consecuencias de la infeccion, la deteccion temprana es
de crucial importancia para mejorar la evolucién del paciente y prevenir la
diseminacion de la enfermedad. La deteccion rapida de los virus respiratorios
disminuiria sustancialmente los costos asociados con el cuidado del paciente,
asi como las tasas de hospitalizacion e, incluso, el uso inadecuado de
antibidticos previniendo, asi, la aparicion de la resistencia frente a ellos (2).
Por lo tanto, el desarrollo de pruebas de diagnéstico rapido mediante nuevas
técnicas moleculares que permitan identificar el hRSV y otros virus respiratorios
circulantes, es uno de los retos actuales en el campo de la investigacion clinica.

Recientemente, se ha extendido la implementacién de técnicas
moleculares con amplificacién isotérmica de los acidos nucleicos y se han
desarrollado nuevas variantes para la identificacion del hRSV a partir de
muestras clinicas, que han demostrado ser mas rapidas y sensibles (3,4).

Una técnica que ha llamado la atencién en los Ultimos afnos es la
amplificacion isotérmica mediada por bucle (Loop-Mediated Isothermal
Amplification, LAMP), desarrollada por Notomi, et al. (5). La técnica LAMP usa
cuatro a seis cebadores para amplificar la secuencia diana por desplazamiento
de la cadena con la ayuda de la enzima ADN polimerasa Bst, la cual actia con
una temperatura constante de 60 a 65 °C. Se ha demostrado que el uso de
seis cebadores aumenta la velocidad de la amplificacion y la especificidad de
la prueba LAMP. Una ventaja adicional es que exhibe una mayor estabilidad
frente a los inhibidores presentes en las muestras biolégicas, que normalmente
afectarian el desempefio de una PCR convencional, lo cual contribuye a ahorrar
tiempo y a reducir costos en el procesamiento de las muestras (6).

En varios estudios se ha reportado la deteccién de diversos agentes
patégenos mediante el método de ampilificacion isotérmica (7,8). Ademas,
combinada con enzimas que poseen activad de transcripcion inversa, esta
técnica puede detectar agentes patdgenos cuyo genoma es el ARN, caso en
que se la denomina LAMP mediante transcripcién inversa. Esto la convierte
en la prueba ideal para la deteccion del hRSV, el cual posee un genoma de
ARN de cadena sencilla, no segmentado, y de orientacién negativa (9).

En este estudio se describe el desempefo diagnostico de un ensayo
de RT-LAMP para la deteccion rapida del hRSV del subtipo A (hRSVA) en
muestras tomadas por hisopado nasal en niflos menores de cinco afios
atendidos en el servicio de urgencias del Hospital de la Universidad del Norte.

Para el ensayo de RT-LAMP se disefiaron seis cebadores especificos
contra los genes que codifican la proteina de la matriz (M) y la nucleocapside
del hRSV de los subtipos Ay B, respectivamente. El ensayo se validé con
una RT-LAMP (L) para el hRSV previamente reportada (10). Los resultados
de ambas pruebas se compararon con una RT-PCR mudltiplex anidada
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(prueba de referencia) y una PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR)
disponible comercialmente.

Se calculé y se discutié el desempefio de la RT-LAMP (M) para
el diagnéstico clinico de hRSV en términos de tiempo de deteccion,
sensibilidad, especificidad y razén de verosimilitud.

Materiales y métodos
Disefio y poblacion

Se hizo un estudio transversal entre abril de 2016 y julio de 2017 en el
Hospital de la Universidad del Norte en Barranquilla, Colombia, en nifios
menores de cinco afnos atendidos en el servicio de urgencias por infeccion
respiratoria aguda. Se excluyeron los nifios con diabetes, enfermedades
autoinmunitarias, cancer y HIV, asi como aquellos con alto riesgo de sufrir
efectos adversos durante la toma de la muestra (epiglotitis o cualquier
alteracién en las vias respiratorias altas).

El protocolo de estudio fue aprobado por el Comité de Etica de la
Universidad del Norte, Colombia. Los padres de los nifos dieron su
consentimiento informado. El estudio se ajustd a las buenas préacticas clinicas
y de laboratorio segun los estandares internacionales.

Muestras clinicas

Se evaluaron 304 pacientes sintomaticos. Siguiendo las indicaciones
médicas, se tomaron las muestras con hisopado nasal (FLOQSwabs™,
Copan Diagnostics Inc.) y fueron suspendidas en medio de transporte
universal con antibiéticos (UTM™, Viral Transport Media, USA) para su envio
al laboratorio de virologia.

Posteriormente, el sobrenadante se dividié en tres alicuotas y se
almacené a -80 °C hasta su procesamiento. Una alicuota se uso para
extraer el ARN viral con el estuche QlAamp Viral RNA Mini (Qiagen, Venlo,
Netherlands). Una alicuota de 140 pL se procesé segln las instrucciones
del fabricante hasta obtener 60 pL de ARN viral eluido. La concentracion y la
pureza del ARN se determinaron en un espectrofotémetro NanoDrop 2000™
(Thermo Scientific, Wilmington, DE).

Diseno del ensayo de RT-LAMP

Para el ensayo de RT-LAMP se disefiaron seis cebadores especificos contra
las regiones conservadas de los genes que codifican la proteina de la matriz y
nucleocépside del hRSVA y hRSVB. Se utilizaron secuencias que representaban
aislamientos del hRSV reportados en la base de datos de Genbank y
provenientes de diversas &reas; los nimeros de acceso para el virus hSRVA
fueron: JF920063/JF920061/JF920062/FJ614813/AY911262, y para el virus
hSRVB: JQ582843/NC_001781/AF013254/AF013255/AF013255/JQ582844.

Para el alineamiento se utilizé la herramienta Clustal W contenido en el
programa MEGA, version 6. Una vez alineadas las secuencias conservadas,
se disefaron los cebadores para el LAMP con el programa en linea Primer
Explorer, versién 4 (Eiken Chemical Co., Tokio, Jap6n) (http://primerexplorer.
jp/elamp4.0.0/index.html), en el cual se generd un juego de seis cebadores,
incluidos dos cebadores externos, sentido y antisentido (F3 y B3), dos
cebadores internos (FIP y BIP), y dos cebadores de tipo bucle (LF y LB).
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Para el disefo, se combiné la configuracién estandar del Primer
Explorer con las recomendaciones de la casa comercial Lucigen (https:/
www.lucigen.com/docs/manuals/Design-of-LAMP-primers-11-2015.pdf).
La secuencia de los cebadores seleccionados se presenta en el cuadro 1.
La especificidad de los cebadores escogidos se evalué con la herramienta
BLAST (11). Todos los cebadores se sintetizaron segun las instrucciones
del fabricante (Integrated DNA Technologies Inc, IDT®, USA).

Cuadro 1. Secuencias de los cebadores usados en el RT-LAMP (M) para la amplificacion del
hSRVAy el hSRVB

Nombre del Secuencia de cebadores (5" - 3°)

cebador

hSRVA
F3 AGTGAAACAAATATCCACACC
B3 CATAGTGAGATCTTTAACTGTAGT
FIP TGGTAAATTTGCTGGGCATTTG-AGGGACCTTCATTAAGAGTCA
BIP CCAATGTGTCCTTGGATGAAAGAA-TTTTAGGCATGTTAGACTGC
LF GCACTGCACTTCTTGAGTTTATCA
LB CTGGCATATGATGTAACCACACCCT

hSRVB
F3 TCATTGCTGTCATTAACTCAA
B3 TTATGGCTTCCAATTCTTCTG
FIP CCTCTATACTCTCCCATTATGCCTA-TCCTAACTTCTCAAGTGTGG
BIP GGATCTTTATGATGCAGCCAAAGC-CTGTTAAGTCTAATACACTGTAGT
LF CCTGCTGCATTGCCTAGGA
LB ATGCAGAGCAACTCAAAGAAAATGG

Para la corrida de las pruebas de RT-LAMP se utilizé un estuche
disponible en el comercio, el cual contiene una mezcla maestra con tampén
optimizado, la enzima ADN polimerasa GspSSD LF con actividad de
transcriptasa inversa y un colorante fluorescente (Isothermal Mastermix ISO-
004; Optigene Limited, UK).

Se mezclaron 7,5 pL de la mezcla maestra con 2,5 pL de los seis cebadores
de hSRVA o0 hSRVB (F3/B3 a 0,2 pM; FIP/BIP a 0,8 pM; LF/LB a 0,4 uM) y 2,5
pL de ARN molde, todo en un volumen final de reaccion de 12,5 pL.

Las concentraciones de los cebadores se establecieron de acuerdo con lo
reportado por Mahony, et al. (12) y Mu, et al. (10).

La amplificacion se hizo a 62 °C durante 30 a 45 minutos segun las
instrucciones del fabricante. El corrido se llevé a cabo en un termociclador en
tiempo real (Instrument ABI 7500™, Applied Biosystems, Foster City, CA) en
el que la fluorescencia emitida con longitud de onda de 520 nm se represent6
graficamente como curvas de reaccion.

La prueba se consideré positiva siempre y cuando la fluorescencia
detectada presentara una curva de funcion sigmoide similar a la del control
positivo. Los tiempos (en minutos) de deteccion se registraron y se compararon
con el control. Ademas, todos los productos amplificados se corrieron en geles
de agarosa al 1,5 % y se visualizaron con la tincién en gel SYBR Safe DNA Gel
Stain™ (Invitrogen) en un transiluminador de luz UV (BioRad).

Limite de deteccion

El punto final de la deteccién mediante RT-LAMP se determiné haciendo
diluciones seriadas del genoma viral de la cepa del hSRVA cultivado en el
laboratorio en un rango de 10" (1,38 x 10° copias de ARN de RSV-A rgRSVA
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A2/por reaccion) hasta 102 (1,38 x 10" copias de ARN de RSV-A rgRSVA
A2/por reaccién), usando como diana el gen M (matriz) y las condiciones
térmicas del estuche Isothermal Mastermix ISO-004™ (Optigene Limited).

Se utilizé el sistema en tiempo real ABI 7500™ (Applied Biosystems,
Foster City, CA) y el programa SDS, version 1.4™ (Applied Biosystems,
Foster City, CA) para el analisis de la fluorescencia de amplificacion.

Una vez completada la amplificacion, el limite de deteccion se considerd
como la mayor dilucion que mostrara una curva sigmoidea por encima del
umbral del ciclo (cycle threshold, Ct) asignado por el equipo, y el resultado se
expresé como el nimero de copias de ARN del RSV por reaccién.

Ensayo y validacion de la prueba RT-LAMP

Los ARN virales obtenidos se analizaron mediante tres técnicas
moleculares diferentes:

1. una prueba de RT-PCR anidada;

2. la RT-LAMP (M) disefiada en este estudio versus otra RT-LAMP (L) de
validacion, y
3. una prueba de gPCR disponible comercialmente.

En primer lugar, la RT-PCR anidada es la técnica utilizada actualmente
en el Instituto Nacional de Salud para determinar la frecuencia de 15 agentes
virales asociados con infecciones respiratorias, y que en este estudio se
utilizé como prueba de referencia (13).

En segundo lugar, la prueba RT-LAMP (M) para los virus hSRVA 'y
hSRVB, se validé con un juego de cebadores para la RT-LAMP (L) reportado
previamente por Mu, et al. (10).

Por ultimo, los resultados de ambas pruebas de RT-LAMP se compararon
con una qPCR para la deteccion del hSRVA y el hSRVB de la casa comercial
Primerdesign Ltd. (genesig Path-RSV-A/B™), con el fin de calcular la
sensibilidad y la especificidad de la prueba desarrollada en este estudio.

En todos los experimentos se utilizé como control positivo la cepa RSV-A2
recombinante, la cual expresa la proteina verde fluorescente (GFP; rgRSV),
cultivada en el laboratorio (14). Todas las pruebas de RT-LAMP se hicieron
de forma ciega, y en ninguno de los casos el operador conocia los resultados
de las otras tres pruebas moleculares utilizadas.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico se hizo con el programa IBM SPSS Statistics™,
version 24. La sensibilidad, la especificidad y la razén de verosimilitud de la RT-
LAMP se calcularon utilizando el programa Epidat, version 3.1. El valor positivo
en la razén de verosimilitud se definié dividiendo la tasa de verdaderos positivos
por los falsos positivos, en tanto que el valor negativo se obtuvo dividiendo la
tasa de falsos negativos por los verdaderos negativos. En todas las mediciones
se calculd el intervalo de confianza de 95 %. La RT-PCR anidada se utilizo
como la prueba de referencia para el diagndstico de infeccion por VSR (11). El
grado de concordancia entre los resultados de las pruebas se determiné por el
valor de kappa (k) con un intervalo de confianza de 95 %. Los valores de kappa
mayores a 0,7 se consideraron como correspondientes a una concordancia alta.
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Resultados
Virus respiratorios

Las 304 muestras utilizadas en este estudio se evaluaron inicialmente
mediante la prueba RT-PCR anidada tal como se describi6 en la seccién de
materiales y métodos. Mediante este método, estandarizado y publicado por
el Instituto Nacional de Salud (13), se detectan 15 agentes virales asociados
con infecciones respiratorias.

Se encontraron 78 muestras positivas para hSRVA y ninguna para
el subtipo B (hSRVB) ; 153 muestras positivas para uno o mas agentes
patégenos respiratorios distintos al hRSV (3 para metaneumovirus humano,
8 para adenovirus, 10 para bocavirus, 12 para parainfluenza, 14 para
coronavirus, 10 para rinovirus, 2 para enterovirus, 10 para el virus de
influenza H,N,, y 84 para dos o0 mas virus), y 73 muestras negativas para
todos los virus evaluados.

A partir de estos datos se determiné que la prevalencia de infeccién por
hRSV era de 25,65 % (IC,,,: 20,72-30,59 %) en la poblacion estudiada, cuya
edad media fue de 17,04 meses (desviacion estandar: 15,75).

Especificidad de los cebadores para la RT-LAMP

La especificidad de los cebadores (cuadro 1) se evalué con ARN
preparado a partir de la cepa estdndar de laboratorio RSV-A2 y de las 153
muestras positivas para otros virus respiratorios.

Los cebadores del RT-LAMP (M) para el hSRVA amplificaron el segmento
diana de la cepa RSVA-A2, en tanto que los cebadores del RT-LAMP (M)
para el hSRVB no amplificaron el genoma viral de la cepa utilizada como
control (figura 1).

En cuanto a las muestras positivas para otros virus, se observo que
la prueba RT-LAMP (M) para el hSRVA y el hSRVB resultd negativa en
todos los casos, con lo cual se demostr6 que los cebadores fueron 100 %
especificos.

Por otro lado, estas muestras se probaron con el juego de cebadores
de la RT-LAMP (L) reportados por Mu, et al. (10), y los resultados fueron
idénticos a los encontrados con el juego de cebadores disefiados para este
estudio. Ademas, la prueba de qPCR para el hSRVA y el hSRVB valido lo
encontrado por las dos pruebas de RT-LAMP.

Cabe resaltar que el hSRVB no se detecté en ninguna de las muestras
evaluadas con la RT-PCR anidada ni con el juego de cebadores de la RT-
LAMP (M) disefiados en este estudio, lo que indica que este subtipo viral no
circul6 durante el periodo de muestreo. Con la prueba de RT-LAMP (M) fue
posible detectar hasta 1,38 x10® copias de ARN/rgRSVA-A2 por reaccion.

Evaluacion de la prueba RT-LAMP

En el cuadro 2 se evidencia que 89 muestras (29,27 %) fueron positivas
para el hSRVA en la prueba de RT-LAMP (M), en tanto que 74 (24,34 %)
lo fueron en la RT-LAMP (L) de Mu, et al. (10), y 84 (27,63 %) en la gPCR.
Estos resultados indican que la RT-LAMP (M) desarrollada en este estudio
tuvo mayor sensibilidad para detectar el hRSVA que las otras pruebas.
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Intensidad de fluorescencia

Tiempo (min)

Figura 1. Especificidad de los cebadores de la prueba de RT-LAMP para el hSRYV, subtipos Ay B.

A. Deteccion especifica del hSRV, subtipo A, utilizando el juego de cebadores disefiados en este
estudio (disefiados) y el juego de cebadores publicados por Mu, et al. Los cebadores de la RT-
LAMP para el hSRYV, subtipo B (hSRVB), no amplificaron el genoma viral de la cepa hRSVA-A2
utilizada como control. En ninglin caso se observé reaccién cruzada entre el hRSRVA y el hSRVB.
Electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % de los productos de la RT-LAMP (M). Marcador de
peso molecular de 100 pb

B. Curvas de amplificacién en tiempo real de la seccion A. Se indica el tiempo de reaccion (en
minutos) versus la intensidad relativa de fluorescencia para amplificar el genoma viral de la cepa
de control (cepa hRSVA-A2). En ninguna de las réplicas de los cebadores del hSRVB se obtuvo
una sefal de fluorescencia mayor de 2,5 x 104 comparada con el control positivo detectado por
los cebadores para el hSRVA. Todos los valores de fluorescencia que superaron los valores

de 2,5 x 104 durante el tiempo de reaccion se consideraron como positivos. Las reacciones se
llevaron a cabo en el sistema en tiempo real ABI 7500 (Applied Biosystems) durante 45 minutos.

Cuadro 2. Grado de concordancia entre las pruebas evaluadas para la deteccion del hSRVA

RT-PCR anidada
Prueba — - Kappa (k) IC,.%
Positivo Negativo Subtotal
RT-LAMP (M)
Positivo 73 16 89 0,83 (0,036) 0,756-0,897
Negativo 5 210 215
Subtotal 78 226 304
RT-LAMP (L)*
Positivo 62 12 84 0,75 (0,043) 0,668-0,840
Negativo 16 214 240
Subtotal 78 226 304
gPCR t
Positivo 64 20 84 0,714 (0,045)  0,624-0,803
Negativo 14 206 220
Subtotal 78 226 304

* Juego de cebadores reportados por Mu, et al. (9)
1 Prueba disponible comercialmente (genesig® Path-RSV-A™)

Cabe resaltar que las tres pruebas se compararon con el método de
referencia. En cuanto al nivel de concordancia entre las pruebas, se observo
que 73 muestras positivas y 210 negativas concordaron con la RT-LAMP (M)
y la RT-PCR anidada, es decir que la concordancia general fue de 93,09 %
(x=0,83; 1C: 0,756-0,897); sin embargo, hubo 16 muestras que solamente
resultaron positivas en la RT-LAMP (M) (falsos positivos); del mismo modo,
cinco muestras que resultaron negativas (falsos negativos) en la RT-LAMP
(M) fueron positivas en la RT-PCR anidada (cuadro 2).
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La tasa de falsos negativos de la prueba RT-LAMP (M) se asoci6 con
una carga viral baja, hecho que se correlacion6 con valores altos en los Ct
calculados en las pruebas de gPCR, los cuales se emplearon para comparar
y validar estos resultados. De esta forma, los valores de Ct mayores o iguales
a 30,65 (IC,,,,: 25,60-34,37) se presentaron en muestras clasificadas como
falsos negativos en la prueba de RT-LAMP (M), en tanto que los valores de
Ct menores o iguales a 23,91 (IC,,: 22,22-26,94) se presentaron en las
muestras con resultados verdaderos positivos en la RT-LAMP (p<0,01).

Desempeno diagnostico de la RT-LAMP

Un hecho importante cuando se busca introducir este tipo de técnicas
en el diagnostico clinico es la posibilidad de detectar el agente patégeno en
un corto tiempo. En este estudio se determiné que el tiempo promedio total
para obtener un resultado positivo en la RT-LAMP (M) fue de 19,4 minutos
(1C,,,,: 18,45-20,35 minutos) (figura 2), comparado con los 60 a 90 minutos
requeridos en la gPCR o con los 300 minutos necesarios para correr la
prueba de referencia, es decir, la RT-PCR anidada (13).

A. 30 -

—_ —_ N n
o [&)] o 6]
I I I I

Porcentaje de muestras evaluadas
[6)]
Il

o
i

10 15 20 25 30
Tiempo de amplificacién de RT-LAMP (min)

Figura 2. Tiempo promedio de deteccién del hRSRVA en muestras de hisopados nasofaringeos.
A. El 84,3 % de las muestras positivas se detecté en 15 a 25 minutos, con una media de 19,4
minutos. El tiempo promedio de amplificacién del genoma viral de la cepa de control (nRSVA-A2)
en cinco experimentos independientes fue de 12,72 minutos. B. Visualizacién de muestras
positivas y negativas con un transiluminador de luz ultravioleta segln el tiempo de deteccion. Las
muestras enumeradas como 1-2-3 y 4 se registraron como positivas para el virus h\SRVA en 15

a 25 minutos de corrida de la RT-LAMP (M). Las muestras 5 y 6 fueron negativas después de 45
minutos de corrida, similar a lo ocurrido con el control negativo.

C+: control positivo; C-; control negativo
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Otro aspecto que puede resaltarse en el ensayo desarrollado en este estudio
es que en cerca del 90 % de las muestras en las que se obtuvo un resultado
positivo, el tiempo de deteccién fue menor o igual a 25 minutos (figura 2).

En cuanto al desempefio diagndstico de la RT-LAMP (M), la RT-LAMP (L)
y la gPCR, comparadas con la RT-PCR anidada (cuadro 3), en la prueba del
estudio se obtuvo una sensibilidad de 93,59 % (IC,,,: 87,561-99,67 %), una
especificidad de 92,92 % (IC,,,,: 89,36-96,49 %), una razén de verosimilitud
positiva de 13,22 (IC, : 8,21-21.28) y una negativa de 0,07 (IC,,,: 0,03-
0,16), en tanto que la RT-LAMP (L) reportada por Mu, et al. (10) tuvo una
sensibilidad de 79,49 % (IC,,,,: 69,89-89,09 %), una especificidad de 94,69
% (IC,,,,: 91,55-97,83 %), una razén de verosimilitud positiva de 14,97 (IC,,,:
8,53-26,26) y una negativa de 0,22 (IC

95% "
: 0,14-0,34), y una concordancia
general de 90,79 % (IC,,,: 87,37-94,20 %).

95%"

Por ultimo, en la gPCR se obtuvo una sensibilidad de 82,05 % (IC,,:
72,89-91,21 %), una especificidad de 91,15 % (IC,,: 87,23-95,07 %), una

razén de verosimilitud positiva de 9,27 (IC,., : 6,02-14,27) y una negativa de

95%"

0,20 (IC,..,: 0,12-0,32), en tanto que la concordancia general de la qPCR fue

95%"

de 88,81 % (IC,,,,: 86,32-94,07 %).
Discusion

En este estudio se disefi6é una prueba diagnéstica de RT-LAMP cuyos
cebadores amplificaban una secuencia altamente conservada en la regién
codificante de la proteina de la matriz (M) para la deteccion rapida del hSRVA
a partir de muestras clinicas de nasofaringe obtenidas de nifios menores de
cinco afos.

La prueba de RT-LAMP (M) desarrollada en este estudio demostré
tener mayor sensibilidad (93,59 %), especificidad (92,92 %) y concordancia
(0,83 + 0,036) para detectar la presencia del hSRVA que la prueba de RT-
PCR anidada, aplicada rutinariamente en el Instituto Nacional de Salud de
Colombia, y que en este estudio se usé como la prueba de referencia.

La RT-LAMP (M) disefiada en el estudio también se compar6 con una de
RT-LAMP (L) previamente reportada por Mu, et al., y con una qPCR. El indice
kappa de la prueba disefiada en este estudio fue superior, en tanto que los
valores de la RT-LAMP (L) y la gPCR concordaron (0,75 + 0,043 y 0,71 *
0,045, respectivamente), lo que demostré que su dinamica es mejor que la
de las otras pruebas moleculares.

La prueba RT-LAMP (M) demostro tener mejor sensibilidad y un mayor
indice de kappa comparada con la RT-LAMP (L) previamente disefiada
por Mu, et al., la cual solo logré un nivel de sensibilidad de 79,49 % y una
concordancia de 0,75 * 0,043, muy por debajo de los valores encontrados

Cuadro 3. Desempefio diagndstico de la RT-LAMP (M) evaluada para la deteccion del virus sincicial respiratorio (VSR)

Prueba Resultado RT-PCR anidada Sensibilidad  Especificidad  Razén de verosimilitud Razon de verosimilitud
Positivo  Negativo % (1C,,%) % (ICy,%) positiva (IC,,%) negativa (IC,,%)

RT-LAMP (M) Positivo 73 16 93,59 92,92 13,22 0,07

Negativo 5 210 (87,51-99,67) (89,36-96,49) (8,21-21,28) (0,03-0,16)
RT-LAMP (L) Positivo 62 12 79,49 94,69 14,97 0,22

Negativo 16 214 (69,89-89,09) (91,55-97,83) (8,53-26,26) (0,14-0,34)
gPCR Positivo 64 20 82,05 91,15 9,27 0,20

Negativo 14 206 (72,89-91,21) (87,23-95,07) (6,02-14,27) (0,12-0,32)
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en la prueba aqui disefiada. Aun mas, la prueba de gPCR disponible
comercialmente tuvo la menor sensibilidad (82,05%) y el indice kappa mas
bajo (0,714 = 0,045) de las tres pruebas evaluadas.

Es posible concluir que la gran sensibilidad y el alto indice de
concordancia de la prueba RT-LAMP (M) comparada con la RT-LAMP
(L) y la gPCR, se debe a que los cebadores disefiados estaban dirigidos
a una secuencia altamente conservada de la regién codificadora para la
proteina de la matriz (M) del virus, lo cual difiere de las secuencias diana de
los cebadores de Mu, et al., (los cuales estaban dirigidos contra la regién
codificadora de la proteina L), y de la prueba comercial de gPCR, cuyos
cebadores estan dirigidos contra la region codificante de la proteina N.

Es de resaltar que el uso de una ‘mezcla maestra’ estandarizada
(Optigene, United Kingdom) que contenia los reactivos necesarios pudo
haber contribuido a los altos valores de sensibilidad y concordancia
observados con la prueba disefiada en el estudio. Estos resultados
concuerdan en gran medida con la prueba disefiada por Mahony, et al.,
quienes también emplearon la misma ‘mezcla maestra’ comercial (12).

Los cebadores disefiados para la prueba de RT-LAMP (M) fueron
especificos para detectar el hRSRVA, pues no detectaron otros virus
respiratorios como el metaneumovirus humano, el adenovirus, el bocavirus,
el virus de la parainfluenza, el coronavirus, el rinovirus, el enterovirus y
el virus de influenza H,N., aun cuando estaban presentes, tal como se

1" 71?
evidencié en la prueba RT-PCR anidada del Instituto Nacional de Salud.

La RT-LAMP (M) y la RT-LAMP (L) tuvieron un buen desempefio
comparadas con la RT-PCR anidada. Las razones de verosimilitud positivas de
ambas pruebas se consideran muy buenas (>10), lo que demuestra una buena
capacidad de confirmacion en caso de sospecha de infeccion por el hRSRVA.

Al comparar las pruebas de RT-LAMP y RT-LAMP (M) se obtuvo una razén de
verosimilitud negativa bastante buena (0,07; 1G,,, : 0,03-0,16), y mejor que la
de la RT-LAMP (L), lo cual evidencié que con un resultado negativo se puede
descartar una infeccion por el hRSRVA con bastante confianza.

La prueba disefiada en el estudio detectd hasta 1,38 x 10° copias del
genoma del virus por volumen de reaccion. En otras pruebas de RT-LAMP
disefiadas recientemente por Hoos, et al. (15), se logré una sensibilidad analitica
de 2.425 copias del genoma del virus por volumen de reaccion, el doble de lo
detectado con la prueba de estudio; sin embargo, no se pueden comparar estos
resultados de sensibilidad analitica con los reportados por el grupo de Hoos (15),
ya que ellos usaron genes clonados del hSRVA en plasmidos y en este estudio
se utilizé el genoma aislado de virus cultivados en el laboratorio, por lo que los
resultados de sensibilidad analitica del presente estudio simulan con mayor
precision los titulos virales presentes en los pacientes infectados.

La prueba de RT-LAMP (M) del presente estudio ofrece ventajas
comparativas con respecto a la RT-PCR anidada: en primer lugar, la prueba
de estudio tuvo un costo de aproximadamente USD$ 4 (costos directos); en
segundo lugar, se obtuvieron resultados en menos de una hora, sin incluir el
tiempo invertido en la toma de la muestra ni en la obtencion del genoma viral,
en tanto que con la RT-PCR anidada se obtuvieron resultados solo después
de cinco horas. A pesar de que con la RT-LAMP (M) y la RT-PCR anidada se
pueden analizar muestras individuales, esta Ultima es dispendiosa, ya que
necesita verificacion electroforética, lo que incrementa ligeramente su costo.
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Por otro lado, la RT-LAMP (M) comparada con la qPCR ofrece la ventaja de
no requerir una curva de calibracion. El hecho de que la RT-LAMP emplee una
enzima isotérmica evita la inversién en equipos costosos como el termociclador.
Es importante tener en cuenta que en este estudio se utiliz6 un sistema de
deteccion en tiempo real para monitorizar la amplificacién solo con fines de
estandarizacién, y que todos los productos generados por la RT-LAMP también
se visualizaron mediante la adicion de colorantes como el SYBR Green™, el
cual permitié observar fluorescencia bajo luz ultravioleta en un transiluminador,
instrumento de muy bajo costo y de facil adquisicion (5). Estos resultados
indican que su utilidad clinica es considerable, dado que el tiempo para obtener
resultados y los costos son menores que los de las pruebas de gPCR.

La obtencién apropiada de la muestra es clave en la deteccion viral. En este
estudio se empled un cepillo FLOQswabs™ para la toma de muestras clinicas y
estas se transportaron en medio de transporte universal con antibiéticos (UTM
Viral Transport Media™, USA). El cepillo empleado es conveniente debido
a que sus fibras de nylon facilitan que la muestra quede expuesta, lo que
permite una facil elucién para la obtencién posterior del material genético de
los virus. Sin embargo, en los estudios de Mahony, et al., se evidencié que una
RT-LAMP realizada a partir de especimenes directos podria ser adecuada y
efectiva para detectar con mayor rapidez el hSRVA, aunque solo se evaluaron
16 muestras. Otros autores (16,17) han defendido el uso de un lavado nasal
como una forma rapida y directa de deteccién de los virus, pero este tipo de
métodos tiene la desventaja de producir broncoaspiracién en los pacientes
pediatricos, lo cual puede generar riesgos innecesarios.

El virus hRSV mas frecuente fue el subtipo A, lo que confirma lo reportado
en los estudios epidemiol6gicos de este virus. No se encontrd el h\SRVB
en las muestras analizadas, lo que indicd que no circulaba en Barranquilla
durante el tiempo del muestreo. Infortunadamente, no se cont6é con una cepa
viral de este tipo para evaluar directamente los cebadores disefiados para
el hSRVB. Sin embargo, puede afirmarse que este subtipo viral no circuld
durante el periodo de estudio, porque las tres pruebas adicionales evaluadas
(RT-PCR anidada, RT-LAMP (L), y gPCR VSRB) no arrojaron datos positivos.

Esto da una idea de cual podria ser el comportamiento epidemiol6gico
del virus en esta regién del pais, lo que es de suma importancia para la
seleccion de vacunas contra este agente patdgeno. Se esta pensando llevar
a cabo estudios de secuenciacion gendémica en la blsqueda de posibles
variantes gendémicas de los virus circulantes. En este estudio se report6 una
RT-LAMP de gran sensibilidad y un alto indice de concordancia con respecto
a la RT-PCR anidada empleada en el Instituto Nacional de Salud. La prueba,
ademas, es facil de hacer, econdémica y de un solo paso. El reto ahora
consiste en desarrollar una plataforma que permita detectar hasta ocho tipos
de virus respiratorios con una sola prueba (18,19).
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