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RESUMEN

INTRODUCCION

Las infecciones virales generan una importante morbimortalidad en individuos inmunocomprometidos e inmunocompeten-
tes. La realizacién de un diagnéstico etiolégico precoz ofrece grandes ventajas en el tratamiento de los pacientes, teniendo
en cuenta que el tratamiento antiviral apropiado y oportuno puede mejorar el prondstico. Este articulo muestra la utilidad
diagnéstica de la amplificacién isotérmica con la formacion de asas (LAMP, por su sigla del inglés) para la deteccion del acido
desoxirribonucleico (ADN) de citomegalovirus, Epstein Barr y herpes simple 1y 2, a partir de muestras bioldgicas.

MATERIALES Y METODOS

Se desarroll6 una rigurosa revisién sistematica de la literatura cientifica publicada en el tema durante los afios 2000 a 2009,
en diferentes bases de datos. Dos investigadores, de manera independiente, aplicaron los criterios de inclusion y exclusién
definidos para los articulos y, al final, se consideraron tres estudios para el analisis de los datos.

REsuLTADOS

Los hallazgos demuestran las facilidades de implementacién que tiene la prueba LAMP sobre su predecesor la PCR;
ademas de su buen desempefio, con una sensibilidad del 80% al 86%, especificidad del 85,7% al 100%, valor predictivo
positivo del 66,7% al 100% y valor predictivo negativo del 90% al 99,4%.

Discusion

Segun los estudios publicados donde se trabaja con la prueba LAMP, esta prueba se comporta como una herramienta
molecular diagnéstica similar a la PCR en tiempo real, en términos de sensibilidad y especificidad, lo que fue demostrado
también en los estudios seleccionados para esta revision, al probar muestras similares por ambas metodologfas. Hay atn
muy pocos estudios originales acerca de la utilidad de la LAMP; no obstante, esta revisién representa una novedad en el
tema y aporta claridad sobre las aplicaciones reales y validas de la prueba LAMP.
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ABSTRACT

INTRODUCCION

INTRODUCTION

Viral infections cause significant morbidity and mortality
inimmunocompromised and non-immunocompromised
individuals. The completion of an early etiologic diagnosis
offers great advantages in the treatment of patients, as
appropriate and timely antiviral treatment may improve
prognosis. This article demonstrates the diagnostic utility
of the Loop-mediated isothermal amplification (LAMP)
assay for the detection of deoxyribonucleic acid (DNA)
of cytomegalovirus, Epstein Barr and herpes simplex 1
and 2 from biological samples.

MATERIALS AND METHODS

We developed a rigorous systematic review of
scientific literature on the subject during the years
2000 to 2009, using different databases. The inclusion
and exclusion criteria defined for the articles were
applied independently by two investigators and,
finally, three studies were considered for data analysis.

REesuLts

The findings show a simple, rapid method for detecting
microorganism by LAMP test when compared with
its predecessor PCR assay. In addition, the test has a
good performance with a sensitivity of 80% to 86%,
specificity of 85.7% to 100%, positive predictive value
of 66.7% to 100% and negative predictive value of
90% to 99.4%.

Discussion

According to published studies where the LAMP assay
was used, this test is a molecular diagnostic tool similar
to real-time PCR in terms of sensitivity and specificity,
as demonstrated also in the studies selected for this
review. The assay was evaluated using clinical samples
and the results indicated the suitability and simplicity
of the test as a rapid, field diagnostic tool. There
are still very few original studies on the usefulness
of the LAMP assay, however, this review presents a
contribution to the field and provides clarity on the real
and valid applications of the LAMP test.

Key worps

Cytomegalovirus. Human herpesvirus 1 and 2.
Human herpesvirus 4. Epstein Barr virus. Loop-
mediated isothermal amplification (LAMP). Nucleic
acid amplification techniques.

Aunque existen grandes avances en las ciencias mé-
dicas y en la innovacion de las pruebas diagnosticas,
las enfermedades infecciosas continuan afectando
a millones de personas alrededor del mundo, espe-
cialmente en paises en via de desarrollo.” Entre los
agentes causales de dichas enfermedades se encuen-
tran los virus, importantes patégenos humanos, con
una considerable morbimortalidad. Las observa-
ciones clinicas permiten una aproximacion al diag-
noéstico de muchas de estas enfermedades virales y
su diferenciacién, pero se hace necesario el uso de
herramientas moleculares para la deteccidén de los
genomas virales, las cuales son superiores a los mé-
todos tradicionales de diagndstico como el analisis
seroldgico y el cultivo.”

El citomegalovirus (CMV), Epstein Barr virus
(EBV) y herpes simple 1 (HSV 1) y 2 (HSV 2), pertene-
cen a la familia herpesviridae, causantes de mualtiples
enfermedades en el humano. Son virus ADN de gran
tamafio y ampliamente distribuidos en el mundo. Tras
la infeccién primaria quedan en estado de latencia y
pueden reactivarse por mecanismos no bien conoci-
dos. La primoinfeccién es generalmente subclinica o
leve, pero en sujetos inmunocomprometidos pueden
causar enfermedad recidivante de evolucién grave.’
Se les reconoce como agentes ctiolégicos de infec-
cién en el sistema nervioso, debido a su tropismo
neuroldgico.’

La infeccién congénita, causada por CMYV, pro-
duce retraso psicomotor y sordera neurosensorial de
origen infeccioso. Este virus tiene una alta incidencia
de infeccién y esto hace que tenga gran importancia
tanto en individuos inmunocomprometidos como
en inmunocompetentes. El compromiso del sistema
nervioso central (SNC) por CMV en adultos inmu-
nocompetentes es excepcional, pero es un patdgeno
que afecta con frecuencia a pacientes inmunocompro-
metidos como los pacientes con sida, receptores de
trasplantes, pacientes oncoldgicos o con tratamientos
prolongados con esteroides.”

E1EBYV esta implicado en infecciones postrasplan-
te y estd asociado a casos severos de malignidad.” Asi
mismo, estd ampliamente distribuido en la poblacién
mundial, habitualmente se adquiere a temprana edad
en paises en desarrollo y durante la adolescencia en
paises desarrollados. Es causante de la mononucleosis
infecciosa y también se asocia a cuadros de meningitis



y encefalitis. La mayor parte de los individuos infecta-
dos excretan el virus por la saliva durante semanas o
meses, en forma continua o intermitente.”

Por otra parte, los virus HSV 1y 2 son importantes
patégenos humanos causantes de enfermedades en
la piel como herpes labial y genital, e infecciones en
SNC como encefalitis herpética y herpes neonatal.” Se
caracterizan por un corto ciclo reproductivo, causan
destruccién de las células del hospedero y tienen la
capacidad de establecer latencia. Las infecciones del
SNC, debidas a estos virus, se asocian a una signifi-
cativa morbilidad y mortalidad a pesar de la terapia
antiviral existente.”

La amplia variedad de enfermedades presenta-
das por estos virus y su impacto en la salud, hace
necesario el diagnéstico rapido debido al beneficio
directo en el tratamiento del paciente.” Las pruebas
diagnésticas tradicionales como el rastreo de anti-
cuerpos y el aislamiento del virus en cultivo celular
resultan poco oportunas y con baja sensibilidad,""
comparadas con las pruebas moleculares, entre ellas
la amplificacién isotérmica con la formacién de asas
(LAMP, por su sigla en inglés), que puede identifi-
car de manera cualitativa o cuantitativa el ADN del
agente viral causante de infeccion.”

La LAMP es una prueba molecular reportada por
primera vez por Notomi et al., en el afio 2000, su ra-
pidez, sensibilidad, exactitud y su facil implementa-
ci6én en laboratorios no especializados, permite que se
convierta en una prueba molecular costoefectiva ideal
para el diagnéstico de las infecciones virales en los
paises en desarrollo.”

El desarrollo de la metodologia LAMP esta dado
por la amplificacién de la secuencia especifica del
ADN con alta sensibilidad y especificidad bajo condi-
ciones isotérmicas. La LAMP emplea una ADN poli-
merasa con actividad de desplazamiento de la cadena,
junto con dos iniciadores internos (FIP, BIP) y dos
externos (I3, B3), los cuales reconocen seis regio-
nes separadas dentro del ADN objetivo. La prueba
de LAMP es altamente especifica porque la reaccion
de amplificacién ocurre sélo cuando las seis regiones
dentro del ADN objetivo son correctamente recono-
cidas por los iniciadores.’

Como un primer paso, en la reacciéon de LAMP, se
genera una estructura en forma de asa o bucle inicial,
construida como material de partida. Subsecuente-
mente, un iniciador interno se hibrida con el asa y se
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inicia la sintesis con el desplazamiento de la cadena
de ADN. El producto final de la amplificacién por
LAMP corresponde al asa o bucle inicial con varias
repeticiones invertidas del ADN objetivo, formando
estructuras similares a coliflores con multiples asas. Al
final de la reaccioén, la presencia o ausencia del ADN
objetivo se puede juzgar visualmente por la aparicién
de un precipitado blanco de pirofosfato de magne-
sio o de un color verde de la solucién de tefiido por
SYBR Green 1%

La ventaja mas significativa de la LAMP es la capa-
cidad que tiene para amplificar secuencias especificas
de ADN a una temperatura constante entre 63°C y
65°C, por lo que no se necesita de un termociclador.
Asi, esta técnica solo requiere un equipo simple y cos-
toefectivo que pueden adquirirlo los laboratorios de
primer nivel.”®

La incorporacién de iniciadores adicionales que
aceleran y mejoran la sensibilidad de la reaccién op-
timizé esta herramienta diagnoéstica. Se puede realizar
cuantificacién del producto de reaccién en tiempo
real con el uso de un medidor de turbidez e incluso se
puede lograr una mejor visualizacién con la utilizacién
de calceina.!

El propésito de esta revision sistematica es obte-
ner la mejor evidencia disponible que permita cono-
cer la utilidad diagnéstica de la amplificacion isotérmi-
ca con la formacién de asas para la deteccién de CMV,
EBV y HSV 1y 2 en muestras bioldgicas.

MATERIALES Y METODOS

Para obtener mayor informacién de la utilidad diag-
nostica de la LAMP en la deteccion de CMV, EBY,
HSV 1 y HSV 2 a partir de muestras bioldgicas, se
realizé una revision sistematica de la literatura en las
siguientes bases de datos: Dare (base de datos para re-
visiones sistematicas), PubMed, Gateway, SpringerLink,
StcienceDirect, Lilacs (base de datos de literatura médica
en America Latina y el Catibe) y Scielo.

Se establecieron como ctiterios de inclusion: tra-
bajos originales que incluyeran la evaluacion de la me-
todologia LAMP frente a la PCR para la deteccion de
ADN de CMV, EBV y HSV1 y 2, a partir de muestras
biolégicas humanas y que se enfocaran en evaluar la
utilidad diagnostica de la LAMP en las infecciones vi-
rales. Como criterios de exclusién se definieron: arti-
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culos de revision, trabajos originales donde se identifi-
caron virus diferentes a los del interés de esta revision
y estudios realizados en animales.

Adicionalmente, la busqueda se limit6 a articulos
publicados entre los afios 2000 y 2009, y solo los que
estuviesen en idioma inglés o espafiol.

Se emplearon los términos de basqueda Logp mze-
diated isothermal amplification, human, virus, herpesvirus 1
V2, citomegalovirus, epstein barr, sensitivity, specificity y los
operadores booleanos AND y OR.

Se consideraron elegibles los articulos que contenfan
al menos uno de los términos de busqueda en su titulo.

Los articulos elegibles para su revision completa,
debfan cumplir con los criterios de inclusion.

Después de la revision completa de los articulos
elegibles, se seleccionaron los que cumplian con los
criterios de inclusién anteriores y los que consideraron
la comparacién en términos de sensibilidad, especifi-
cidad y valores predictivos, obtenidos con la LAMP
frente al estindar de oro: la PCR en tiempo real.

El proceso de busqueda en las distintas bases de
datos lo realizaron dos investigadores de forma inde-
pendiente. La exclusion de los articulos que no cum-
plian con los criterios de inclusiéon y calidad se hizo
segun analisis conjunto de los dos revisores.

RESULTADOS

En la bisqueda inicial se hallaron 537 referencias, que
contenfan por lo menos uno de los términos de busque-

Tabla1. Nimero de articulos
seleccionados por base de datos.

Base Numero de Articulos
de datos articulos hallados | seleccionados
(tiedine). 150 1
ScienceDirect. 279 5
NLM Gateway. 82 15
Scielo. 8 0
SpringerLink. 0 0
DARE. 0 0
LILACS. 18 3
TOTAL 537 33

da. Posteriormente, se hizo una seleccién con base en
los titulos de los articulos y se eliminaron 504 referencias
porque en el titulo aparecia algin criterio de exclusién o
porque el mismo articulo aparecia en las diferentes ba-
ses de datos, resultando un total de 33 articulos elegibles
pata revisién del resumen de la publicacién (tabla 1).

Una vez trealizada esta revision, se seleccionaron
cuatro articulos para revisioén total de la publicacién
de los cuales sélo tres cumplieron con todos los crite-
rios de seleccion.”" La razén para excluir uno de los
articulos fue la ausencia de datos de sensibilidad, es-
pecificidad, valores predictivos negativos y positivos.”’

Esta revision se llevo a cabo por dos investiga-
dores independientes con miras a disminuir los ses-
gos por seleccion, tal metodologia esta descrita en
diversas publicaciones cientificas que dictan los lin-
eamientos basicos para usuarios del drea biomédica
en la realizacién de revisiones (figura 1).

En los estudios incluidos, la deteccion viral se hizo
en diferentes muestras biologicas. Un estudio proce-
s6 el liquido cefalorraquideo de pacientes con sospe-
cha de infeccion en SNC,"” otro estudio utilizé sueros
de pacientes con sospecha de infeccién primaria por
EBV y frotis faringeos que se obtuvieron en la fase
aguda de la infeccién con EBV,"" y en el otro estudio
se trabajé a partir de muestras de sangre total pro-
veniente de receptores pediatricos de transplante de
medula 6sea.” (tabla 2).

La deteccion del ADN viral por la LAMP, direc-
tamente de la muestra sin realizar previa extraccion
de ADN, se hizo solamente a partir de los frotis fa-
ringeos, en los que se utilizé el agua donde se de-
posito el hisopo de la muestra. Las demas deteccio-
nes por la LAMP se realizaron con ADN obtenido
previamente de cada una de las muestras, utilizando
QIAamp Blood Kit (QIAGEN, Chatsworth, CA)
como método de extraccion.

Para la reacciéon de la LAMP en todos los estu-
dios se utilizé Loopamp DINA amplification kit (Eiken
Chemical, Tochigi, Japan) y los iniciadores especificos
para cada virus. El tiempo empleado para la amplifi-
cacion por LAMP fue de 40 minutos para la deteccién
del ADN de CMV"” y de 45 minutos para el de HSV
1, HSV 2y EBV.""

Todos se compararon frente a la reacciéon en ca-
dena de la polimerasa en tiempo real y se registraron
los datos obtenidos de la sensibilidad, especificidad,
valor predictivo positivo y valor predictivo negativo
de LAMP en cada uno de los estudios (tabla 2).



537 articulos potencialmente elegibles, resultado
de la busqueda inicial en las bases de datos.

I :

| .

33 estudios seleccionados para evaluacion
del resumen (15 de Gateway, 10 de PubMed,
cinco de ScienceDirect, tres de LILACS).

|

v

Cuatro estudios seleccionados para
revision completa del articulo.

|
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504 estudios excluidos por tener algun criterio de
exclusién (pruebas realizadas en animales, virus RNA,

detecciones realizadas de cultivos celulares)

_ 29 estudios excluidos (reporte de casos, revisiones,
protocolos, idioma japonés, disefio de primers).

Un estudio excluido porque a la revisién completa del

i > articulo no tenia datos de sensibilidad, especificidad y

Estudios incluidos para la
revision sistematica: tres.

valores predictivos negativos y positivos.

Figura 1. Seleccién de los estudios para la revisién: utilidad diagnéstica de la LAMP
para la deteccion de ADN de CMV, EBV, HSV 1 y HSV 2 en muestras bioldgicas.

Tabla 2. Muestras y resultados de sensibilidad, especificidad,
valor predictivo positivo y negativo de LAMP en los diferentes estudios.

Kimura et al."”! 100 100
Suero. 108 86 100 100 91,4
Iwata et al.l"®
Frotis faringeos. 51 81,3 85,7 72,2 90,9
Suzuki et al.’? | Sangre total. 180 80 98,9 66,7 99,4
VPP: valor predictivo positivo. VPIN: valor predictivo negativo.
La determinacién del limite de deteccion de LAMP, DISCUSION

comprendido como el nimero minimo de copias de-
tectadas para cada uno de los virus, se realizé por me-
dio de diluciones de plasmidos control detectados
por ensayo de turbidez y electroforesis. Para EBV, el
nimero minimo de copias detectadas fue 100, pero al
precalentar el ADN a 96°C por 30 segundos, antes de
adicionar la polimerasa, se pudo detectar un minimo
de cinco copias. En CMV y HSV 1, el numero minimo
de copias detectadas por tubo de reaccion fue 500, y
para HSV 2 fue 1.000.

La dificultad pata la identificacién de los virus como
agentes causales de enfermedad, deja, en varias oca-
siones, un gran vacio diagnodstico. Tunkel et al, y
Solbrig et al., describen como algunos casos de me-
ningitis y encefalitis virales se diagnostican como me-
ningitis aséptica, lo cual hace que el personal de salud
las trate, principalmente, con medidas de soporte;**
adicionalmente, Shankar et al., Ohta et al., y Persing et

al., sugieren alertar sobre la importancia de un diag-
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néstico acertado, sobre todo, en los pacientes inmu-
nocomprometidos, ya que esta poblacién esta en au-
mento y es mds susceptible a infeccién meningea™ o
en otros 6rganos.””

Con las ventajas mostradas por la LAMP se gene-
ran expectativas para el desarrollo de dicha metodolo-
gia en Colombia. Esta revision se elaboré con busque-
da sistemadtica para sustentar mejor las afirmaciones
acerca de la verdadera utilidad de la LAMP, ya que la
busqueda rigurosa y metddica de la informacion dis-
minuye considerablemente el riesgo de publicar infor-
macion sesgada.

Aunque se han realizado un buen numero de pu-
blicaciones con metodologia sistematica, estos estu-
dios no se han enfocado a uno solo o a unos pocos
microorganismos, sino que la LAMP se prueba para
multiples patégenos, tanto en el humano como en los
animales, y esto no permite hacer una buena homoge-
nizacién de los datos para sacar conclusiones defini-
tivas al respecto, lo cual representa una limitante para
el analisis.

Con estas limitaciones se puede decir que, segin
los estudios donde se trabaja con la prucba LAMP,
como los trabajos publicados por Kaneko et al., e
Thira et al., esta prueba se comporta como una he-
rramienta molecular diagnéstica similar a la PCR en
tiempo real, en términos de sensibilidad y especifici-
dad,”” lo que se demostr6 también en los estudios
seleccionados para esta revision, al probar las diferen-
tes muestras por ambas metodologfas.

Un hallazgo importante de esta revision, y que se
puede traducir como una mayor facilidad pata la im-
plementacion de la LAMP, es la descripcion, en los
estudios de Enomoto et al., Suzuki et al., y Kaneko et
al., de la amplificacion del agente viral directamente de
la muestra, sea ésta: plasma, frotis faringeos o vesicu-
las, sin hacer una extraccién previa del ADN y donde
no se pierde sensibilidad.'*"**

En esta revision sistematica se encontraron pocas
publicaciones originales sobre el tema especifico (la
utilizacién de las pruebas tipo LAMP para el diagnés-
tico de CMV, EBV, HSV 1 y HSV 2) lo cual indica que
son necesarios nuevos estudios experimentales que
ayuden a validar la implementacion segura en diferen-
tes muestras biologicas como en el caso del LCR para
el diagnéstico de las meningitis virales y en muestras
sanguineas para identificacioén de la infeccién y deter-
minacién del pronéstico.

La versatilidad de la LAMP, para ser utilizada en
diferentes muestras bioldgicas, facilita el diagnéstico
de enfermedades como la meningitis y encefalitis,
donde el LCR es una muestra menos invasiva que la
biopsia cerebral y requiere cantidades minimas para su
elaboracién, con la obtencién de mejores resultados al
trabajar con un volumen de muestra de 100 a 200 mi-
crolitros del sedimento del LCR. En condiciones idea-
les se deben procesar muestras frescas, pero si esto no
es posible, se ha demostrado que las muestras pueden
almacenarse en congelacién a -70°C por periodos lar-
gos, lo cual no afecta la deteccién del virus.”

La implementacién de la LAMP como método
molecular para el diagnéstico de las infecciones
virales tiene la ventaja de no necesitar una infra-
estructura costosa para su montaje (caso contrario
con la PCR) y obtener resultados oportunos con
una buena sensibilidad y especificidad como se
demuestra en los trabajos de Higashimoto et al. y
Hagiwara et al., donde se hace la identificacién del
ADN viral del virus de la varicela y de varios geno-
tipos del papilomavirus a partir de muestras biolo-
gicas humanas.””**

La LAMP es rapida y simple; en 40 a 45 minutos,
con la utilizacién de un bloque térmico a una tem-
peratura constante entre 63°C y 65°C, se obtiene la
amplificacién del ADN de interés. Ademas, por las
caracteristicas en su diseflo, la realizacién de la prueba
no exige un numero minimo de muestras para realizar
su montaje. Hsto permitirfa que se utilice dicha meto-
dologia en condiciones de campo, lo que se traducitia
en una gran oportunidad para los paises en via de de-
sarrollo y areas rurales.

En una extensa busqueda en varias bases de da-
tos importantes, los autores no encontramos ninguna
revisioén sistematica acerca de la utilidad diagnostica
de la LAMP en el diagnéstico de las infecciones vi-
rales; por lo tanto, este articulo representa el primer
paso para aportar claridad sobre las aplicaciones reales
y validas de esta prucba diagnéstica, demostradas en
estudios primatios al respecto.
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