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RESUMEN 

La aparición de las técnicas de amplificación de ácidos nucleicos hace unas 
décadas permitió perfeccionar la detección de agentes infecciosos y supuso una 
revolución en el diagnóstico microbiológico. Con la introducción de la PCR y sus 
distintas variantes surgió definitivamente el concepto de diagnóstico molecular, que 
ha permitido la detección rápida y sensible de microorganismos mediante la 
amplificación específica de determinadas regiones de su genoma. Actualmente, su uso 
ha pasado a ser rutinario para el diagnóstico de las enfermedades más habituales en 
los laboratorios de referencia, pero no así para un gran número de enfermedades 
importadas y, mucho menos, para aquellas enfermedades tropicales que ocurren en 
zonas endémicas de escasos recursos. La elección de la técnica diagnóstica dependerá 
de las características del laboratorio y el objetivo que persigamos en el diagnóstico. 
De este modo, un caso importado será generalmente estudiado en un laboratorio de 
referencia bien equipado y con personal especializado. Sin embargo, la detección de 
un caso en zona endémica, generalmente en zonas inaccesibles durante estudios de 
campo, requerirá de una prueba tradicional microscópica o una técnica rápida. En 
cualquier caso, a una técnica diagnóstica se le debe de exigir la máxima especificidad 
y sensibilidad, reproducibilidad, facilidad de ejecución y un bajo coste. Las técnicas 
de amplificación isotérmica de ácidos nucleicos son las que más se acercan a cumplir 
estos requisitos. Entre ellas, la tecnología de amplificación mediada por bucle (LAMP, 
del inglés Loop-mediated isothermal amplification) es actualmente la más utilizada y 
sobre la que más se ha trabajado para conseguir acercar el diagnóstico molecular 
realizado en un laboratorio de referencia a estudios de campo y diagnóstico point-of-
care. De esta manera, la tecnología LAMP podría utilizarse en diferentes contextos 
epidemiológicos. 

Teniendo en cuenta lo anterior, nos planteamos como objetivo general de 
este trabajo la evaluación de la tecnología LAMP como método diagnóstico en 
diferentes situaciones epidemiológicas. Para ello, definimos una serie de objetivos 
específicos encaminados a la aplicación y desarrollo de esta tecnología para abordar 
nuevos estudios epidemiológicos, ante situaciones de emergencia sanitaria, o como 
diagnóstico point-of-care en áreas endémicas con escasos recursos. Estos objetivos se 
van presentando y alcanzando en los diferentes artículos de investigación que se 
presentan en esta Tesis Doctoral. 
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El primer objetivo específico tuvo como finalidad evaluar en el laboratorio 
la técnica LAMP para la detección de Loa loa en muestras de sangre obtenidas en un 
estudio de campo realizado en Guinea Ecuatorial. Se llevó a cabo el examen 
microscópico para la búsqueda de microfilarias y parte de esas muestras se 
almacenaron en papel de filtro (Dried Blood Spots; DBS). Se obtuvo el ADN de los DBS 
utilizando un método de extracción simple y se analizaron mediante técnicas 
moleculares, incluyendo una PCR anidada y Loa loa-LAMP colorimétrico y a tiempo 
real. Los resultados obtenidos se compararon con la microscopía como método 
diagnóstico de referencia. 

Durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral, se notificaron en España, 
mayoritariamente en la comunidad de Castilla y León, siete casos de Fiebre 
Hemorrágica de Crimea-Congo (FHCC) transmitidos por picadura de garrapata. Ante 
este nuevo escenario, nos planteamos como segundo objetivo específico el 
desarrollo de un ensayo RT-LAMP (Reverse transcription-LAMP) para la detección de 
diferentes genotipos del virus de Crimea-Congo y su evaluación en muestras de 
plasma y, por primera vez, de orina de pacientes con diagnóstico confirmado por RT-
qPCR de referencia.  

El tercer objetivo específico propuesto tuvo como finalidad aplicar un 
método LAMP diseñado para la detección de Plasmodium spp. en el diagnóstico point-
of-care de malaria en Cubal, Angola. Evaluamos y comparamos los resultados 
obtenidos mediante las técnicas de microscopía, pruebas de diagnóstico rápido (PDR) 
y LAMP en el diagnóstico de la malaria. Posteriormente, analizamos la 
reproducibilidad del método LAMP colorimétrico y a tiempo real en un laboratorio 
de referencia. 

En conclusión, los resultados más relevantes de los distintos trabajos de 
investigación que se presentan muestran que: i) el método Loa loa-LAMP presenta un 
rendimiento diagnóstico mayor que la microscopía y que la técnica de PCR; ii) este 
método presenta mayor sensibilidad que la técnica de PCR en el análisis de muestras 
de sangre almacenadas como DBS; iii) el método RT-LAMP desarrollado para la 
detección del virus de Crimea-Congo permite el diagnóstico de la infección en 
muestras clínicas con resultados equiparables a la RT-qPCR de referencia, detectando 
distintos genotipos circulantes del virus; iv) el método LAMP colorimétrico para la 
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detección de Plasmodium spp. presenta mayor sensibilidad que la microscopía y las 
PDR en condiciones de campo. 
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RESUMO  

O surgimento de técnicas de amplificação de ácidos nucleicos, há algumas décadas, 
levou a uma melhor detecção de agentes infecciosos e a uma revolução no diagnóstico 
microbiológico. Com a introdução da PCR e das suas diferentes variantes, surgiu 
definitivamente o conceito de diagnóstico molecular, que permite a detecção rápida e sensível 
de microrganismos através da amplificação específica de determinadas regiões do seu genoma. 
A sua utilização tornou-se rotina para o diagnóstico das doenças mais comuns em 
laboratórios de referência, mas não para um grande número de doenças importadas, e muito 
menos para as doenças tropicais que ocorrem em zonas endémicas com poucos recursos. A 
selecção da técnica de diagnóstico dependerá das características do laboratório e do objectivo 
do diagnóstico. Assim, um caso importado será geralmente estudado num laboratório de 
referência bem equipado e com pessoal especializado. No entanto, a detecção de um caso 
numa área endémica, geralmente em áreas inacessíveis durante os inquéritos de campo, 
exigirá um teste microscópico tradicional ou uma técnica rápida. Em qualquer caso, uma 
técnica de diagnóstico deve ter a máxima especificidade e sensibilidade, reprodutibilidade, 
facilidade de execução e baixo custo. As técnicas de amplificação isotérmica de ácidos 
nucleicos são as que mais se aproximam destes requisitos. Entre elas, a tecnologia de 
amplificação isotérmica mediada por laço (LAMP) é actualmente a mais utilizada e aquela 
em que mais se trabalhou para aproximar os diagnósticos moleculares realizados num 
laboratório de referência dos estudos de campo ou dos diagnósticos point-of-care. Desta forma, 
a tecnologia LAMP pode ser utilizada em diferentes contextos epidemiológicos. 

Tendo em conta o exposto, o objectivo geral deste trabalho é avaliar a tecnologia 
LAMP como um método de diagnóstico em diferentes situações epidemiológicas. Para isso, 
definimos uma série de objectivos específicos que visam a aplicação e o desenvolvimento desta 
tecnologia para abordar novos estudos epidemiológicos, em situações de emergência sanitária, 
ou como diagnóstico point-of-care em áreas endémicas com recursos escassos. Estes objectivos 
são apresentados e alcançados nos diferentes artigos de investigação apresentados nesta Tese 
de Doutoramento. 

O primeiro objectivo específico era avaliar em laboratório a técnica LAMP para a 
detecção de Loa loa em amostras de sangue obtidas num estudo de campo na Guiné 
Equatorial.  Foi efectuado um exame microscópico para detecção de microfilárias e parte 
destas amostras foi armazenada em papel de filtro (Dried Blood Spots; DBS). O ADN foi 
obtido a partir das DBS utilizando um método de extracção simples e analisado por técnicas 
moleculares, incluindo nested PCR e Loa loa-LAMP colorimétrico e em tempo real. Os 
resultados obtidos foram comparados com a microscopia como método de diagnóstico de 
referência. 
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Durante o desenvolvimento desta Tese de Doutoramento, foram notificados sete casos 
de Febre Hemorrágica da Crimea-Congo (FHCC) transmitidos pela picada de carraças em 
Espanha, principalmente na comunidade de Castilla y León. Perante este novo cenário, o 
nosso segundo objectivo específico foi o desenvolvimento de um ensaio RT-LAMP (Reverse 
transcription-LAMP) para a detecção de diferentes genótipos do vírus da Crimea-Congo e a 
sua avaliação em amostras de plasma e, pela primeira vez, em amostras de urina de pacientes 
com diagnóstico confirmado por RT-qPCR de referência. 

O terceiro objectivo específico proposto visava a aplicação de um método LAMP 
concebido para a detecção de Plasmodium spp. no diagnóstico point-of-care da malária no 
Cubal, Angola. Avaliámos e comparámos os resultados obtidos por microscopia, testes rápidos 
de diagnóstico e técnicas LAMP no diagnóstico da malária. Posteriormente, avaliámos a 
reprodutibilidade do método colorimétrico e do método LAMP em tempo real num 
laboratório de referência. 

Em conclusão, os resultados mais relevantes dos diferentes estudos de investigação 
aqui apresentados mostram que: i) o método Loa loa-LAMP tem um desempenho de 
diagnóstico mais elevado do que a microscopia e a técnica de PCR; ii) este método é mais 
sensível do que a técnica PCR na análise de amostras de sangue armazenadas como DBS; 
iii) o método RT-LAMP desenvolvido para a detecção do vírus da Crimea-Congo permite o 
diagnóstico da infecção em amostras clínicas com resultados comparáveis aos da RT-qPCR 
de referência, detectando diferentes genótipos circulantes do vírus; iv) o método LAMP 
colorimétrico para a detecção de Plasmodium spp. é mais sensível do que a microscopia e 
testes rápidos de diagnóstico em condições de campo. 
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1.1. Introducción 

Las pruebas diagnósticas precisas y de calidad son imprescindibles para 
determinar la etiología de una enfermedad. Estos métodos son aún más necesarios en 
el caso de nuevas enfermedades o enfermedades emergentes, así como en áreas 
geográficas pobres con escasos recursos económicos. Un artículo publicado 
recientemente en la revista Lancet, señala que el 47% de la población mundial tiene 
limitado el acceso a pruebas diagnósticas (1). Esta restricción se da principalmente en 
países en vías de desarrollo donde la disponibilidad de un diagnóstico de calidad no 
alcanza al 20% en los centros de atención primaria básica (2). Ante esta situación, la 
Organización Mundial de la Salud (OMS) junto con la Fundación para la Obtención 
de Medios de Diagnóstico Innovadores (FIND) firmaron un acuerdo para poner en 
marcha un programa de aplicación de técnicas de diagnóstico fiables y de fácil 
realización en países con bajos recursos (3).  

La microscopía es la herramienta de diagnóstico más utilizada en países en vías 
de desarrollo de zonas tropicales y subtropicales debido a su simplicidad y bajo coste. 
La OMS la sigue considerando como el método “gold standard”. Sin embargo, presenta 
algunos inconvenientes: (i) para su realización es imprescindible tener una formación 
especializada. En un estudio realizado en 2006 para evaluar la variabilidad en el 
diagnóstico microscópico de la malaria, quedó patente la discrepancia obtenida entre 
más de una veintena de microscopistas especializados, que llegó a ser hasta del 30% 
(4). También se observó en el diagnóstico de la leishmaniosis cutánea, oscilando entre 
un 42% y un 72%, dependiendo de la habilidad del observador (5); (ii) es un método 
lento y laborioso. Requiere de mucho tiempo de observación por parte del 
microscopista, sobre todo en muestras con baja carga parasitaria (6). Por ejemplo, en 
el caso de Plasmodium spp., antes de notificar un caso como negativo hay que examinar 
al menos 200 campos con la técnica de la gota gruesa. Esto supone entre 5-10 minutos 
por muestra, si se trata de un microscopista experimentado (7,8); (iii) presenta baja 
sensibilidad. Diversos estudios así lo demuestran (6,9). Para aumentar la sensibilidad 
se utilizan técnicas de concentración, como el test de Knott en el caso de las filariosis 
o métodos de sedimentación/flotación para el diagnóstico de diversas parasitosis 
intestinales (10); (iv) requiere de muestras recogidas en días alternos. Las guías prácticas 
para laboratorios clínicos recomiendan examinar tres muestras de heces recogidas en 
días alternos (11). Esto se debe a la baja sensibilidad y a la posibilidad de obtener falsos 
negativos (12,13); (v) periodicidad en la recogida de las muestras. Es bien conocido que 
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en las infecciones producidas por Wuchereria bancrofti y Brugia malayi la 
microfilaremia es de predominio nocturno, por lo que la recogida de las muestras de 
sangre debe tener lugar entre las 22:00-2:00 h. Las microfilarias de la especie Loa loa 
tienen periodicidad diurna, por lo que la recogida de las muestras se realizará durante 
la mañana (10); (vi) puede ser de escasa utilidad dependiendo de la fase de la enfermedad. 
Un ejemplo es la enfermedad de Chagas, en la que los niveles de parasitemia 
disminuyen en su fase crónica y, por tanto, los métodos parasitológicos dejan de tener 
utilidad. También se han observado niveles indetectables por microscopía en los casos 
de infección temprana por Loa loa de hasta el 80% (14).   

Desde hace años, las técnicas inmunológicas complementan a la microscopía en 
el diagnóstico de muchas enfermedades parasitarias. Estos ensayos se basan en la 
detección de antígenos o anticuerpos específicos en diferentes muestras clínicas (15). 
La más utilizada es el ELISA (Enzyme-Linked InmunoSorbent Assay) que se basa en la 
detección de anticuerpos o antígenos adheridos a una superficie sólida (16). Presenta 
algunas limitaciones: (i) baja especificidad debido a la reactividad cruzada entre 
antígenos parasitarios comunes (17,18); (ii) es una técnica laboriosa, ya que requiere de 
muchos pasos y tiempos largos de incubación (9); (iii) requiere de equipos de laboratorio 
especializados como lector de placas de ELISA que aumentan su coste y la necesidad 
de una infraestructura adecuada para llevar a cabo los ensayos (19). 

Los ensayos LFA (del inglés, Lateral Flow Assays) o pruebas de diagnóstico rápido 
(PDR) se han usado en el diagnóstico de las enfermedades infecciosas debido a su 
potencial uso como diagnóstico point-of-care (POC) (9). Han sido muy utilizados en 
programas de la OMS para la lucha contra enfermedades tropicales. El Programa 
Mundial para Eliminar la Filariosis Linfática se basa en la interrupción de la 
propagación de la infección mediante administración masiva de medicamentos (20). 
En este contexto, las PDR han jugado un papel importante, mediante la detección de 
antígenos circulantes de W. bancrofti como herramienta rápida y sencilla para valorar 
la eficacia del tratamiento (21,22). En el año 2017 se desarrolló la primera PDR 
comercial para la detección de Loa loa (Loa Antibody Rapid Test) con la finalidad de 
facilitar la toma de decisiones en las campañas de administración masiva para eliminar 
la loaosis (23). Estas pruebas no están exentas de inconvenientes. Algunos trabajos han 
demostrado la reactividad cruzada entre Loa loa y W. bancrofti,  constituyendo un 
obstáculo para su diagnóstico (22,24).  
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Las PDR son utilizadas de forma rutinaria para el diagnóstico de malaria. En su 
último informe, la OMS refleja un incremento de las ventas de las pruebas rápidas 
para malaria a nivel mundial, estimándose ingresos superiores a los 3.500 millones de 
dólares/año. El 82% de las ventas fueron realizadas en los países del África 
Subsahariana (25). Estas pruebas tienen la ventaja de ser muy rápidas y de fácil 
interpretación. Sin embargo, no permiten cuantificar la carga parasitaria, por lo que 
deben complementarse con los métodos parasitológicos clásicos (26,27). Otro 
inconveniente es la aparición de falsos negativos debido a la posible heterogeneidad 
o deleción del gen hrp2 (28). Estos resultados han sido documentados en diversos 
estudios realizados en países como Etiopía, Sudán, Madagascar y Tanzania (29–33). 

Los métodos moleculares surgen a principios de la década de los 70´con el 
desarrollo de las técnicas de clonación y secuenciación de ADN. En 1985, Kary B. 
Mullis describe la amplificación de los ácidos nucleicos mediante la Reacción en 
Cadena de la Polimerasa (PCR del inglés, Polymerase Chain Reaction), descubrimiento 
que le valió el Premio Nobel de Química en 1993 (34,35). Existen numerosas variantes 
de la PCR convencional: PCR anidada (nested-PCR), que utiliza dos pares de primers 
(dos externos y dos internos) para mejorar la sensibilidad de la técnica (35); PCR con 
transcripción inversa (reverse transcription-PCR, RT-PCR), que es capaz de realizar la 
transcripción inversa del ARN seguida de la amplificación del ADN, permitiendo la 
detección sensible y específica del ARN diana (36); PCR múltiple, que permite 
detectar simultáneamente varias dianas en una misma reacción (37); PCR a tiempo 
real (quantitative PCR, qPCR), que permite la monitorización y cuantificación del 
producto amplificado a tiempo real mediante la medición de la señal de fluorescencia 
(38); PCR digital (dPCR), que utiliza un enfoque diferente a la qPCR para cuantificar 
el número de moléculas de ADN en una muestra (39). Actualmente, disponemos de 
numerosas pruebas diagnósticas basadas en la PCR para la detección de una gran 
variedad de patógenos. La mayoría de los métodos aprobados por la FDA (del inglés, 
Food and Drug Administration) se encuentran disponibles en 
https://www.fda.gov/medical-devices/in-vitro-diagnostics/nucleic-acid-based-tests.  

Una de las principales limitaciones de los métodos basados en la PCR es la 
necesidad de un termociclador que proporcione ciclos de temperatura precisos. Son 
equipos costosos que requieren de una fuente de energía ininterrumpida. Esto hace 
que los ensayos basados en PCR estén restringidos a laboratorios clínicos o de 
investigación bien equipados (40). Para solventar estos inconvenientes, en 1990 

https://www.fda.gov/medical-devices/in-vitro-diagnostics/nucleic-acid-based-tests
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comienzan a aparecer algunas pruebas de amplificación isotérmica de ácidos 
nucleicos que permiten la amplificación a temperatura constante, requieren 
dispositivos sencillos y de bajo coste y, además, algunas permiten la visualización 
simple de los resultados mediante un cambio colorimétrico. Precisan de tiempos 
menores de reacción y de menor procesamiento de las muestras en comparación con 
la PCR (41). Estas pruebas son cada vez más atractivas y prometedoras para su uso 
como diagnóstico POC. Entre ellas, destacan: LAMP (Loop-mediated isothermal 
AMPlification) (42), NASBA (Nucleic Acid Sequence-Based Amplification) (43), SDA 
(Strand Displacement Amplification)(44), HDA (Helicase-Dependent Amplification) (45), 
RPA (Recombinase Polymerase Amplification) (46) y EXPAR  (Exponential Amplification 
Reaction) (47). Sus principales características se recogen en la tabla 1. 

Tabla 1. Principales características de las técnicas de amplificación isotérmica de ácidos nucleicos más 
utilizadas. Modificado de Zhao y colaboradores (48) y Khan y colaboradores (49).   

Técnica Diana 
Tiempo 
(min) 

Tª (ºC) Enzimasa Método de lecturab Referencia 

LAMP ADN/ARN 30-60 60-65 ADN polimerasa 
Turbidez, colorimetría, pH, 

fluorescencia, gel 
electroforesis, LFD 

(42) 

NASBA ADN/ARN 90-120 41 
Transcriptasa inversa, 

ARN polimerasa, 
ARNasa 

Colorimetría, fluorescencia, 
gel electroforesis, LFD 

(43) 

SDA ADN 120 37 ADN polimerasa, NEasa Fluorescencia, pH (44) 

HDA ADN 30-120 37-65 
ADN polimerasa, 

helicasa 

Fluorescencia, electroquímica, 
hibridación, gel electroforesis, 

LFD 
(45) 

RPA ADN 30-90 37-42 
ADN polimerasa, 

recombinasa 

Fluorescencia, 
quimioluminiscencia, gel 

electroforesis, LFD  
(46) 

EXPAR ADN/ARN 30 60 ADN polimerasa, NEasa 
Fluorescencia, colorimetría, 

quimioluminiscencia, 
electroquímica 

(47) 

a En algunos casos, se añade una enzima retrotranscriptasa para amplificar ADN a partir de un molde de ARN. b LFD: 
Lateral Flow Dipstick, en algunos casos los resultados pueden visualizarse con ensayos de flujo lateral.  

1.2. LAMP (Loop-mediated isothermal amplification) 

La técnica LAMP fue desarrollada en el año 2000 por Notomi y colaboradores 
(42). Desde entonces se han descrito multitud de aplicaciones de la técnica (50) y ha 
sido el objetivo de numerosas investigaciones para el diagnóstico de muchas  
enfermedades infecciosas debido a su rapidez, eficacia y alta especificidad (51,52). Se 
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basa en la síntesis de ADN por desplazamiento de cadena en condiciones isotérmicas 
llevada a cabo por la enzima Bst polimerasa (Bacillus stearothermophillus) (42). 
También permite la amplificación de una secuencia de ARN diana. En este caso, se 
puede realizar la amplificación en un solo paso, mediante la adición de una enzima 
transcriptasa inversa con actividad de desplazamiento de cadena (RT-LAMP, del 
inglés, Reverse-Transcriptase Loop-mediated isothermal AMPlification)(53). Requiere de 
4-6 primers que reconocen específicamente un total de 6-8 secuencias distintas dentro 
del ADN diana, lo que garantiza una alta especificidad de amplificación (Figura 1A): 
2 primers internos, Forward Inner Primer (FIP) que contiene las secuencias F1c-F2 y 
Backward Inner Primer (BIP) que contiene las secuencias B1c-B2, generalmente unidas 
por un enlace Poly-T; y dos primers externos, Forward Outer Primer (F3) y Backward 
Outer Primer (B3). Nagamine y colaboradores introdujeron posteriormente dos loop-
primers, Loop Forward (LF) y Loop Backward (LB), que permiten la reducción del 
tiempo de reacción en aproximadamente 30 minutos (54). 

1.2.1. Mecanismo de funcionamiento  

El proceso de amplificación mediante LAMP se puede dividir en dos fases: una 
fase inicial o fase no cíclica y una fase cíclica (Figura 1B). La fase inicial o fase no cíclica 
comienza cuando la secuencia F2 del primer interno FIP hibrida con F2c de la cadena 
de ADN molde guiando así la síntesis de la cadena complementaria de ADN gracias 
a la actividad de desplazamiento de cadena de la Bst polimerasa. A continuación, el 
primer externo F3 hibrida con la región F3c de la cadena molde que se sitúa fuera de 
la unión del FIP y se produce un desplazamiento de la cadena complementaria 
previamente formada, liberando una hebra de gran longitud con el primer FIP en el 
extremo. Este ADN monocatenario sirve de molde para la síntesis de ADN, 
ocurriendo una reacción similar a la anterior, con unión de la secuencia B2 y B2c del 
primer interno BIP y posterior elongación e interacción del primer B3 con la secuencia 
B3c. Al replicar de nuevo, el ADN libera una hebra de pequeña longitud que contiene 
los primers FIP y BIP en cada extremo, generando una estructura de bucle o lazo. A 
partir de este punto, comienza la fase cíclica, que presenta un mecanismo complejo en 
el que sólo intervienen los primers internos. La estructura de bucle formada en la 
primera fase servirá como diana para iniciar esta segunda fase de amplificación 
exponencial. En este caso, los primers FIP y BIP hibridan con las estructuras en bucle 
formadas e inician la síntesis de la cadena y su posterior desplazamiento, produciendo 
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una gran cantidad de productos de amplificación de ADN con una secuencia  
complementaria y una estructura repetida (42,53).  

 
 

 
 
Figura 1. Esquema de primers y mecanismo de funcionamiento de la técnica LAMP. A) Conjunto de 
primers utilizados para llevar a cabo la reacción tipo LAMP, formado por dos primers internos (FIP y 
BIP), dos primers externos (F3 y B3) y loop primers (LF y LB). B) Representación esquemática del 
mecanismo de amplificación LAMP mostrando la fase no cíclica. 
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1.2.2. Características principales 

El LAMP es capaz de amplificar ácidos nucleicos en condiciones isotérmicas 
en un rango de 60-65ºC, por lo que permite el uso de equipos sencillos y económicos 
como un simple termobloque o baño de agua para mantener la temperatura. Otra 
característica importante es su eficacia de amplificación generando hasta 109-1010 
copias de ADN en unos 15-60 minutos (42,55). También se ha demostrado que es más 
tolerante a sustancias inhibidoras presentes en las muestras biológicas en comparación 
con la PCR (51,56). Esta mayor tolerancia puede contribuir al ahorro de tiempo y 
costes en el procesamiento de muestras e incluso a evitar la extracción previa del ADN 
para llevar a cabo la amplificación (57,58). Por último, una de las características más 
importantes es la posibilidad de detectar los productos de amplificación mediante la 
simple visualización de los resultados, ya sea por turbidez o por cambio colorimétrico 
(55,59,60). Esto supone una gran ventaja para llevar a cabo un diagnóstico molecular 
de forma muy sencilla en estudios de campo con escasa infraestructura. 

1.2.3. Selección de dianas genómicas y diseño de primers  

Al igual que en otros métodos de diagnóstico molecular, la selección adecuada 
de dianas genómicas es imprescindible. Para ello, hay que tener en cuenta el grado de 
repetición en el genoma, grado de especificidad y grado de conservación. Las dianas 
más utilizadas en el diagnóstico de enfermedades parasitarias son (61): (i) secuencias 
ribosómicas nucleares que incluyen los espaciadores transcritos internos 1 y 2 (ITS1 e 
ITS2), el espaciador intergénico (IGS) y los genes del ARNr 18S y 28S. (ii) secuencias 
mitocondriales, como la citocromo c oxidasa subunidad 1 (cox 1) y los genes de 
subunidades 1 y 5 de la NADH deshidrogenasa (nad1 y nad2). Otras secuencias 
empleadas son los retrotransposones y los genes que codifican proteínas estructurales.  

Para llevar a cabo el diseño de los primers se requiere la utilización de software 
específico, como Primer Biosoft 
(http://www.premierbiosoft.com/isothermal/index.html) (Primer Biosoft, San 
Francisco, USA), Optigene LAMP designer (http://www.optigene.co.uk/lamp-
designer/) (Optigene, London, UK), NEB LAMP primer designer tool 
(https://lamp.neb.com) (New England Biolabs, Massachusetts, USA) o Primer Explorer 
V5 (https://primerexplorer.jp/e/) (Eiken Chemical, Tokio, Japón).  En los últimos 
años, se han desarrollado programas como “Script en Python” para diseñar sondas 

http://www.premierbiosoft.com/isothermal/index.html
http://www.optigene.co.uk/lamp-designer/
http://www.optigene.co.uk/lamp-designer/
https://lamp.neb.com/
https://primerexplorer.jp/e/
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específicas para la detección de  mutaciones cancerígenas (62) o el GLAPD (Whole 
Genome Based LAMP Primer Desing) (63)  empleada para la detección de  enfermedades 
bacterianas transmitidas por alimentos, https://cgm.sjtu.edu.cn/GLAPD/,  
https://github.com/jiqingxiaoxi/GLAPD  y https://cgm.sjtu.edu.cn/GLAPD/online/. 
El software más utilizado es Primer Explorer V5, disponible online de forma gratuita 
(https://primerexplorer.jp/e/). Los principios básicos para el diseño de primers 
mediante este software se encuentran recogidos en la guía “A Guide to LAMP primer 
designing” disponible en la página web del programa Primer Explorer V5 (64). Un 
resumen del proceso de diseño se expone en el Anexo metodológico I (pg. 160) de esta 
Tesis Doctoral.  

En el desarrollo de algunos métodos LAMP se ha recurrido al diseño de un 
conjunto de  ‘primers degenerados’, los cuales presentan en alguna de sus posiciones 
varias bases posibles (A, T, G, C) (65). Estos fueron utilizados en un estudio para el 
diagnóstico mediante RT-LAMP del virus de la fiebre amarilla, donde el uso de primers 
degenerados permitió la detección de diferentes cepas (cepa salvaje africana (Asibi) y 
cepas brasileñas)(66). Además, se han empleado para la detección de bacterias como 
Campylobacter spp. (67) y Mycobacterium tuberculosis (68).  

1.2.4. Métodos de detección de los productos de amplificación 

Existen diferentes métodos de detección de los productos de amplificación 
obtenidos en una reacción tipo LAMP: (i) turbidez, (ii) cambio colorimétrico, (iii) 
electroforesis en gel de agarosa y (iv) tiempo real. Los métodos que permiten la 
visualización simple de los resultados mediante turbidez o cambio colorimétrico 
favorecen la aplicación de la técnica LAMP en laboratorios de zonas rurales donde los 
recursos son limitados. Sin embargo, la electroforesis en gel de agarosa y la detección 
a tiempo real están más restringidos a su uso en un laboratorio de referencia, ya que 
requieren de equipos complejos (transiluminador, termociclador, etc.). No obstante, 
la detección a tiempo real podría aplicarse en estudios de campo mediante el uso de 
dispositivos portátiles autónomos que no dependan de electricidad.   

A continuación, se detallan los diferentes métodos de detección. 

 

 

https://cgm.sjtu.edu.cn/GLAPD/
https://github.com/jiqingxiaoxi/GLAPD
https://cgm.sjtu.edu.cn/GLAPD/online/
https://primerexplorer.jp/e/
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1.2.4.1. Detección mediante turbidez 

Durante el proceso de amplificación LAMP, se generan grandes cantidades de 
ión pirofosfato (P2O74−). Este se une a los iones de magnesio presentes en la reacción, 
generando un precipitado de pirofosfato de magnesio (Mg2P2O7) que produce 
turbidez observable a simple vista (55) (Figura 2A). La turbidez generada es estable 
durante un periodo corto de tiempo, por lo que la visualización de los resultados debe 
realizarse lo más rápidamente posible una vez finalizada la reacción de amplificación 
(69). 

1.2.4.2. Detección colorimétrica 

La detección visual de los productos de amplificación también puede realizarse 
mediante cambios colorimétricos utilizando reactivos intercalantes, no intercalantes 
o indicadores metálicos e indicadores de pH (Figura 2B). (i) Reactivos intercalantes: 
son capaces de interaccionar con el ADN y producir un cambio de color. El más 
utilizado es el SYBR® Green I que se añade al final de la reacción y produce un 
cambio de color naranja (negativo) a verde (positivo) en presencia de ADN 
amplificado (Figura 2B. b1). Este cambio de color también puede apreciarse bajo luz 
ultravioleta (302 nm)(70). Sin embargo, la necesidad de abrir el tubo para añadir el 
colorante a término de la reacción puede aumentar el riesgo de contaminación (71). 
Para solventar esta limitación, algunos autores han desarrollado métodos sencillos de 
amplificación en ‘tubo cerrado’. Estos consisten en la adición del SYBR® Green I en 
la parte interna de la tapa del tubo utilizando aceite de parafina para evitar la 
evaporación durante el proceso de incubación o papel de aluminio para separar el 
SYBR® Green I de la mezcla de reacción (72,73). (ii) Reactivos no intercalantes o 
indicadores metálicos: son capaces de producir cambio de color debido a una reacción 
química. Pueden añadirse al comienzo de la reacción evitando la apertura posterior 
de los tubos de reacción y disminuyendo así el riesgo de contaminación cruzada. Entre 
los más utilizados destacan la calceína, el azul de hidroxinaphtol (en inglés, 
hidroxinapthol blue, HNB) y el verde malaquita. La calceína, antes de la amplificación 
se encuentra combinada con iones manganeso (Mn2+), permaneciendo apagada. A 
medida que avanza la reacción LAMP, el ion manganeso se separa de la calceína por 
la presencia de los iones pirofosfato generados (Mn2P2O7) y la calceína libre se 
combina entonces con iones magnesio (Mg2+) presentes en la mezcla de reacción 
generando fluorescencia (74). Además, esta unión (calceína + Mg2+) provoca un 
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cambio de color de naranja (negativo) a verde (positivo), que puede observarse a 
simple vista con luz natural (Figura 2B. b2)(75). El HNB presenta un color morado 
(negativo) en presencia de Mg2+; tras el proceso de amplificación se produce un 
cambio de color a azul oscuro (positivo) inducido por la quelación de iones Mg2+ por 
los dNTPs (76). A diferencia de la calceína, no presenta capacidad fluorescente, por lo 
que solo se utiliza para la observación colorimétrica a simple vista con luz natural 
(75). El indicador metálico verde malaquita, produce un color verde/azul tras la 
amplificación de ADN, mientras que las muestras negativas (sin amplificación) son 
incoloras (77). (iii) Indicadores de pH: se utilizan indicadores sensibles al pH para 
detectar el cambio significativo desde un pH inicial alcalino a un pH ácido final 
(Figura 2B. b3). Algunos de los indicadores más utilizados son el phenol red, que 
produce un cambio colorimétrico de rosa (negativo) a amarillo (positivo), y el neutral 
red, que produce un cambio de amarillo pardo (negativo) a rosa (positivo) (60).  

1.2.4.3. Electroforesis en gel de agarosa 

La electroforesis en gel de agarosa permite la separación y el análisis de 
macromoléculas (ADN, ARN y proteínas) y sus fragmentos en función de su tamaño 
y carga (71). Para ello, se utiliza un colorante fluorescente capaz de unirse a las 
moléculas de ADN como, por ejemplo, el bromuro de etidio o SYBR® Green I (78). 
En caso de un resultado positivo, se observa un patrón de bandas en escalera de 
diferente tamaño (Figura 2C)  (75). Se ha reportado que el gel de electroforesis es 
ligeramente más sensible que algunos métodos de detección colorimétrica (71). Sin 
embargo, para el análisis de los diferentes fragmentos se requiere de la apertura de los 
tubos aumentando así el riesgo de contaminación (75). Asimismo, requiere de cierta 
infraestructura (fuente de alimentación, cubetas, transiluminador, etc.), lo que puede 
limitar su aplicación en zonas con bajos recursos.  

1.2.4.4. Métodos de detección a tiempo real 

En el año 2004, Mori y colaboradores desarrollaron un método de detección a 
tiempo real basándose en la turbidez que produce el pirofosfato de magnesio. Para 
ello, diseñaron un turbidímetro capaz de realizar la reacción LAMP y medir 
simultáneamente la turbidez de varias muestras (59). Demostraron que el análisis 
cinético de la reacción LAMP por turbidimetría a tiempo real tenía la capacidad de 
cuantificar el ADN y que no eran necesarias sondas ni reactivos auxiliares para la 
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monitorización de la reacción. Sin embargo, la sensibilidad puede verse afectada por 
la presencia de sustancias opacas en la mezcla de reacción (71).  

Otro método de detección a tiempo real es mediante la monitorización de la 
fluorescencia producida durante la amplificación. Para ello, se utilizan: (i) colorantes 
fluorescentes intercalantes, capaces de unirse a la doble cadena de ADN produciendo 
un cambio en la señal óptica y emitiendo fluorescencia a medida que se genera la 
amplificación (Figura 2D) (71). Algunos de los más utilizados son SYBR® Green I y 
EvaGreen (52,79). Ambos tienen propiedades de excitación y emisión similares, sin 
embargo, el EvaGreen ha demostrado tener mejores propiedades de unión al ADN 
(80). Además, debido al efecto inhibidor sobre la polimerización del ADN a 
concentraciones altas, el SYBR® Green I se utiliza principalmente en la detección de 
punto final y el EvaGreen en la monitorización de las reacciones LAMP a tiempo real 
(80). Otro intercalante fluorescente es el SYTO-82, que permite la visualización de los 
resultados a simple vista bajo luz ultravioleta (81)(82). (ii) Sondas o primers modificados 
con colorantes fluorescentes; el método consiste en el marcaje de sondas o primers con 
fluoróforos que se encuentran apagados cuando están unidos a un atenuador o 
quencher y que emitirán una señal de fluorescencia al separarse. Los más utilizados 
son: FAM, HEX, ROX, Cy5 y Cy5.5, cuyas señales pueden visualizarse en diferentes 
canales de emisión (83). La utilización de diferentes fluoróforos es de gran utilidad 
para la detección simultánea de varias dianas (detección múltiple) en un único ensayo 
LAMP.  

En la Tabla 2 se muestran los diferentes métodos de detección de los productos 
de amplificación LAMP y sus principales características.  
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Figura 2.  Representación gráfica de diferentes métodos de detección utilizados para la lectura de los 
resultados obtenidos mediante la técnica LAMP. A) Método de detección a término de reacción 
mediante turbidez por precipitado de Mg2P2O7. B) Visualización de los resultados mediante cambios 
colorimétricos: reactivos intercalantes, reactivos no intercalantes e indicadores de pH. C) Electroforesis 
en gel de agarosa mostrando el patrón de bandas en escalera. D) Detección a tiempo real: gráfico 
indicando las curvas de amplificación. P, Control Positivo; N, Control Negativo. 

Tabla 2. Métodos de detección utilizados para la visualización de los resultados de una reacción tipo 
LAMP.  

 Visualización resultados Lectura de punto final Lectura a tiempo real 

Precipitado de Mg2P2O7 Turbidez   

SYBR® Green I 
Cambio colorimétrico 

(naranja a verde) 
Fluorescencia bajo luz UV 

  

Calceína 
Cambio colorimétrico 

(naranja a verde) 
Fluorescencia bajo luz UV 

  

Hidroxinaphtol Blue 
Cambio colorimétrico 

(morado a azul) 
  

Verde malaquita 
Cambio colorimétrico 

(incoloro a azul) 
  

Visualización colorimétrica

Electroforesis Turbidez

b1. Reactivos intercalantes. SYBR Green I

b2. Reactivos no intercalantes. Calceína

b3. Indicadores de pH. Phenol red
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Phenol red 
Cambio colorimétrico 

(rosa a amarillo) 
  

Neutral red 
Cambio colorimétrico 
(amarillo pardo a rosa) 

  

EvaGreen Fluorescencia bajo luz UV   

SYTO-82 Fluorescencia bajo luz UV   

Mg2P2O7: Pirofosfato de magnesio;  Indica: visualización de los resultados a término de reacción/visualización de los 
resultados a tiempo real.  Indica: no visualización de los resultados a término de reacción/no visualización de los 
resultados a tiempo real.  

1.2.5. LAMP-múltiplex (mLAMP) 

En los últimos años, muchos investigadores se han centrado en el desarrollo 
de un LAMP múltiplex (mLAMP) para la detección de diferentes secuencias de ADN 
en una misma reacción. El ensayo mLAMP va a permitir diferenciar varias especies de 
patógenos y/o cepas o especies estrechamente relacionadas entre sí en un único ensayo 
(84). Debido a la complejidad de los amplicones generados durante una reacción tipo 
LAMP, el diseño y desarrollo de un mLAMP es complejo y no permite su 
estandarización. Además, el número de trabajos dedicados a ello es aún muy limitado 
y no hay ninguna metodología que sobresalga entre las utilizadas actualmente para el 
desarrollo del mLAMP. Los enfoques metodológicos utilizados incluyen: el uso de 
enzimas de restricción, la combinación del LAMP con otras técnicas, el análisis de las 
curvas de melting y el uso de primers marcados con sondas.  

1.2.5.1. Uso de enzimas de restricción 

Esta técnica fue utilizada en el desarrollo del primer mLAMP para la 
diferenciación de especies de Babesia spp. (85). Para ello, se modificaron los primers 
internos FIP y BIP insertando la enzima de restricción EcoRI entre la secuencia F2-F1c 
del primer FIP y B1c-B2 del primer BIP. Tras la reacción de LAMP y digestión con 
EcoRI, se obtuvieron diferentes tamaños de bandas específicas para cada especie en un 
gel de agarosa. Esto permitió la diferenciación de Babesia bovis, B. bigemina e incluso 
de una infección mixta por ambas especies (85). Este método también fue utilizado 
para el desarrollo de un mLAMP para detectar genes de resistencia a las sulfonamidas 
utilizando la enzima HinfI (86). Los análisis de los amplicones con enzimas de 
restricción son métodos lentos y laboriosos, ya que el proceso de digestión puede 
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tardar hasta 60 minutos y se requiere de la electroforesis en gel de agarosa para la 
visualización de los resultados (85,87).  

1.2.5.2. Combinación mLAMP-ELISA 

Para detectar la amplificación en un ensayo mLAMP también se puede utilizar 
la técnica ELISA. La combinación de mLAMP-dotELISA se ha utilizado para la 
identificación diferencial de Taenia solium, T. saginata y T. asiatica, utilizando como 
diana el gen cox1 (88). Para ello, se marcó el primer interno FIP de cada una de las 
especies con isotiocianato de fluoresceína (FITC) (T. solium), digoxigenina (DIG) (T. 
saginata) y tetrametilrhodamina (TAMRA) (T. asiatica). Los primers BIP se marcaron 
con biotina. Los productos de amplificación del ensayo mLAMP fueron capturados 
por los anticuerpos específicos para FITC, DIG y TAMRA en una membrana de 
nitrocelulosa y el resultado dot-ELISA positivo se caracterizó por un punto de color 
visible en la membrana. 

1.2.5.3. Análisis de las curvas de melting 

El análisis de la curva de melting (Tm) o curva de fusión, investiga el perfil de 
disociación de la hélice del ADN de doble cadena recién formado tras su exposición 
a temperaturas gradualmente crecientes (89). Se detectan así las diferencias entre los 
amplicones basadas en su longitud, composición de bases e interacción entre ellas 
(90). 

El ensayo LAMP combinado con el análisis de la curva de melting es un método 
simple en tubo cerrado que no requiere de electroforesis, reduciendo el riesgo de 
contaminación (91). Esta combinación se ha utilizado para la detección simultánea 
de Salmonella spp. y Vibrio parahaemolyticus en una sola reacción (92). En este estudio, 
tras realizar el LAMP a tiempo real (65ºC durante 60 min), los productos amplificados 
se diferenciaron mediante el análisis de las diferentes Tm. También se ha utilizado 
este método para la diferenciación de Leishmania donovani y Mycobacterium leprae con 
una sensibilidad del 100% y 95%, respectivamente (93). Sin embargo, hay dos factores 
que influyen en las Tm de los productos del LAMP: (i) la concentración de Mg2+; esta 
varía entre diferentes mezclas de reacción por la precipitación de Mg2P2O7  que se 
produce como subproducto de la reacción; (ii) los valores de Tm de los productos 
LAMP; éstos están estrechamente relacionados con el contenido GC (91), lo que 
limita su uso para la detección múltiple de diferentes patógenos.  
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1.2.5.4. Utilización de primers marcados con sondas  

Existen varias técnicas que utilizan sondas marcadas con fluoróforos que 
permiten diseñar un ensayo tipo mLAMP. Entre ellas, se incluyen: FLOS-LAMP 
(Fluorescence of Loop primer upon Self Dequenching-LAMP); DARQ (Detection of 
Amplification by Release of Quenching) y QUASR (Quenching of Unincorporated 
Amplification Signal Reporters). En la técnica FLOS-LAMP se marca con un fluoróforo 
el loop primer, manteniéndose libre y apagado en la solución. Durante la 
amplificación, el primer se une a su diana (amplicón) provocando la emisión de 
fluorescencia. Esta técnica fue optimizada para la detección a tiempo real del virus de 
la varicela-zóster (VVZ) con un límite de detección de 500 copias por reacción y una 
sensibilidad y especificidad del 96,8% y el 100%, respectivamente (94). La posibilidad 
de utilizar diferentes fluoróforos (por ej., FAM, JOE, ROX) mejora la versatilidad de 
este sistema y su aplicación para la detección múltiple a tiempo real de diferentes 
patógenos en una misma reacción (94). Esta técnica se evaluó en la identificación de 
Trialeurodes vaporariorum y Bemisia tabaci (MEAM1 y MED) (95). 

 La técnica DARQ fue descrita por Tanner y colaboradores en el año 2012 (96). 
Consiste en la modificación del primer interno FIP, al que se añade un quencher (o 
atenuador) en el extremo 5’, y la adición de un primer complementario a FIP marcado 
con un fluoróforo en el extremo 3’ (Fd). La señal de fluorescencia se produce cuando 
Fd es desplazado durante el proceso de amplificación del LAMP, produciéndose la 
separación del primer FIP y liberándose así del quencher. La funcionalidad de este 
ensayo mLAMP fue probada para la detección simultánea de hasta 4 dianas 
(bacteriófago λ , Caenorhabditis elegans, Escherichia coli y HeLa (BRCA1) distintas a 
tiempo real en una misma reacción (96). Esta técnica también se ha aplicado para la 
detección de Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (97).  

La técnica QUASR está especialmente diseñada para la detección múltiple a 
término de reacción (end point LAMP). Utiliza un primer modificado con un 
fluoróforo en su extremo 5´ y una sonda marcada con un quencher (7-13bp) en el 
extremo 3´, que es complementaria al extremo 5´del primer (98). La temperatura de 
fusión del dímero formado por el primer marcado y la sonda quencher debe ser inferior 
a la temperatura de la reacción LAMP (<65ºC). La reacción se lleva a cabo 
posteriormente a 65ºC y, si existe amplificación, se une el primer marcado con los 
amplicones produciendo una señal fluorescente que se observa a simple vista bajo luz 
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UV. Finalizada la reacción, y tras el enfriamiento a temperatura ambiente, si no existe 
amplificación, el primer marcado hibrida con la sonda quencher, por lo que no se 
produce señal de fluorescencia. La puesta a punto de esta técnica se llevó a cabo 
mediante la detección simultánea del virus del Nilo Occidental y el virus 
Chikungunya (98). Se ha descrito también su aplicación técnica para la detección 
simultánea del virus del Zika, Dengue y Chikungunya mediante el uso de dispositivos 
inteligentes, utilizando la cámara CMOS integrada en un smartphone para el análisis 
de las señales QUASR generadas durante la técnica RT-LAMP (99).  

1.3. Aplicación de la tecnología LAMP como diagnóstico point-of-care  

Las pruebas de diagnóstico point-of-care (POC) son pruebas que se realizan en 
el momento y el lugar donde se encuentra el paciente, permitiendo un diagnóstico 
precoz y decisiones médicas rápidas (100). En el año 2003, el Programa Especial de la 
OMS para la Investigación y Formación en Enfermedades Tropicales estableció el 
acrónimo ASSURED; Affordable (asequible), Sensitive (sensible), Specific (específico), 
User-friendly (fácil de usar), Rapid and Robust (rápido y robusto), Equipment-free (sin 
equipamiento), Delivered (disponible para quien lo necesite), como un conjunto de 
criterios que debe cumplir cualquier método de diagnóstico para ser considerado una 
prueba POC en entornos de bajos recursos (101). Recientemente, debido a los avances 
tecnológicos, este acrónimo se ha actualizado como REASSURED, incluyendo: Real-
time connectivity (conectividad a tiempo real), Ease of specimen Collection (facilidad de 
recogida de muestras) y Environmental friendliness (respetuoso con el medio ambiente) 
(102). Desafortunadamente, es complicado que una prueba diagnóstica cumpla todas 
estas características y, generalmente, tratar de conseguir una de ellas conlleva a 
incumplir otra. Las pruebas serológicas de diagnóstico rápido son muy utilizadas para 
un diagnóstico POC y se ajustan al término REASSURED, sin embargo, presentan 
valores de sensibilidad y especificidad muy limitados (103). Las pruebas de 
amplificación de ácidos nucleicos presentan valores altos de sensibilidad y 
especificidad, aunque algunas de ellas no cumplen algunas de las directrices del 
término REASSURED en términos de asequibilidad, rapidez y ausencia de 
equipamiento especial. La técnica LAMP está considerada como una de las mejores 
candidatas para el cumplimiento de todos los criterios requeridos (61,103). Hasta la 
fecha, numerosos estudios se han centrado en el desarrollo de nuevas estrategias que 
permitan la implementación de la tecnología LAMP en zonas tropicales y 
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subtropicales con bajos recursos y el cumplimiento de las directrices REASSURED, 
con el fin de demostrar su potencial uso como diagnóstico POC. 

1.3.1. Procesamiento de muestras clínicas 

El diagnóstico y los estudios epidemiológicos de las enfermedades tropicales a 
menudo se ven obstaculizados por las dificultades en la recogida, almacenamiento y 
transporte de muestras frescas, además de las complicaciones asociadas a los métodos 
de extracción y purificación de ADN y/o ARN. A continuación, se describen varias 
alternativas que surgen para solventar estos problemas, como el uso de papel de filtro 
o los protocolos simples de extracción como el calentamiento previo de las muestras.  

1.3.1.1. Almacenamiento y transporte de muestras clínicas 

El uso del papel de filtro permite la recogida, almacenamiento y el transporte 
de diferentes tipos de muestras biológicas: sangre (104), fluidos bucales (105), orina 
(106,107) y heces (108,109). Además, se ha demostrado que la conservación de las 
muestras en papel de filtro retrasa los procesos de degradación que pueden 
experimentar los analitos presentes en las muestras clínicas (110).  

La recogida de sangre en papel de filtro, conocida como DBS (del inglés, Dried 
Blood Spot), es un método muy utilizado para la obtención, el transporte a 
temperatura ambiente y almacenamiento a largo plazo de las muestras (104). Esto 
supone una gran ventaja para la realización de estudios en países en vías de desarrollo 
donde no existen equipos para el procesamiento o almacenamiento en frío de las 
muestras de sangre. Además, hoy en día, los DBSs se consideran ‘material no 
infeccioso’ según un informe aprobado por la OMS y la Asociación Internacional de 
Transporte Aéreo (IATA) (111), lo que supone un gran avance para el transporte de 
muestras desde áreas rurales hasta laboratorios de referencia para su posterior análisis.  

Numerosos estudios demuestran la eficacia del uso de los DBSs en el 
diagnóstico de agentes infecciosos como virus, bacterias y parásitos (104), en estudios 
de genotipado (112), en cuantificación de carga viral (113) y en monitorización 
terapéutica de medicamentos (114). Asimismo, los DBSs han sido utilizados con éxito 
en estudios de campo para la detección de Plasmodium spp. mediante LAMP llevados 
a cabo en Brasil, Zanzíbar y Gambia (115–117). También se ha demostrado su eficacia 
en el almacenamiento a largo plazo en un estudio dirigido a la detección mediante 
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LAMP de T. brucei rhodesiense/gambiense, en el que se obtuvieron porcentajes de 
sensibilidad del 93,8% utilizando DBSs que llevaban almacenados 1 año a 4ºC (118).  

1.3.1.2. Extracción y purificación de ácidos nucleicos 

Actualmente, el proceso de purificación de ácidos nucleicos se considera el 
principal cuello de botella que impide el acercamiento real de las técnicas moleculares 
a los lugares donde los recursos son limitados y los laboratorios no están equipados. 
Como se ha comentado anteriormente, la tecnología LAMP es menos susceptible a 
las posibles sustancias inhibidoras presentes en algunas muestras clínicas. En este 
sentido, el LAMP puede combinarse con métodos de extracción simple, desde 
métodos clásicos hasta el uso de kits extracción rápida (Tabla 3).  

Un método clásico ampliamente utilizado en biología molecular es la 
extracción con fenol-cloroformo (119). Brevemente, se añade un tampón de lisis a la 
muestra y se centrifuga. A continuación, se añade fenol-cloroformo y se produce una 
separación de fases según la densidad (fase acuosa y fase orgánica). Por último, se 
realiza una precipitación con isopropanol para la recuperación de los ácidos nucleicos. 
Este método fue utilizado en un estudio de campo llevado a cabo por nuestro grupo 
de investigación en Umbuzeiro, Brasil, para la detección mediante la técnica LAMP 
de Schistosoma mansoni a partir de muestras de heces (120). 

La extracción simple con metanol y calor también se ha empleado junto con 
la técnica LAMP en un estudio llevado a cabo en Gambia para la detección de ADN 
de Plasmodium falciparum a partir de los DBSs (117).  Brevemente, se perforaron 3 mm 
de los DBSs, se añadió metanol y se incubó a temperatura ambiente durante 10 min. 
Posteriormente, se eliminó el metanol y se dejó secar antes de la adición de agua 
destilada. Finalmente, los discos perforados se trituraron y se calentaron a 95ºC 
durante 10 min. El sobrenadante se transfirió a un tubo nuevo para ser utilizado como 
molde en la amplificación. 

Los métodos simples de calentamiento de la muestra son los más utilizados 
en la técnica LAMP. El método “Boil and Spin” consiste en añadir un tampón de 
lisis (400mM NaCl, 40 mM Tris pH 6,5 y 0,4% SDS) a la muestra, calentar a 95ºC 
durante 5 min y centrifugar a 10.000 g durante 3 min (58). Finalmente, el 
sobrenadante obtenido se transfiere a un tubo de elución que contiene agua ultrapura. 
Este método ha sido utilizado en numerosos estudios de campo para la detección de 
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Plasmodium spp. en zonas endémicas de malaria como el Amazonas Peruano, Uganda, 
Zanzíbar y Brasil (58,115,121–123). También se ha usado para la detección de 
Onchocerca volvulus en moscas Simulium spp. (124). La extracción con resina Chelex-
100 es un método sencillo, rápido y económico. No existe un protocolo estándar; 
algunos autores añaden a la muestra Chelex-100 al 20% e incuban a 56ºC durante 20 
min seguido de otra incubación a 100ºC durante 10 min (125). Otros autores añaden 
Chelex-100 al 5% y realizan la incubación a 90ºC durante 30 min (118). Tras las 
incubaciones, generalmente se centrifuga a 13.000 rpm durante 10 min y se transfiere 
el sobrenadante a un tubo limpio. Lim y colaboradores desarrollaron un método de 
ebullición con Chelex-100 al 10% para la extracción de ADN de Candida spp. en 
muestras de sangre (126). Una vez añadido el Chelex-100 al 10%, se incubó a 100ºC 
durante 10 min y esta mezcla se filtró a través de una membrana de policarbonato de 
3 µm dispuesta en un tubo SEPARA® (GVS, Bolonia, Italia) para retener la resina 
Chelex-100. En este estudio se obtuvieron resultados de sensibilidad y especificidad 
del 100%. Este método simple también ha sido utilizado para la extracción de ARN 
de muestras de aspirados nasofaríngeos para el diagnóstico de la tos ferina (125), 
muestras cervicales para la detección de hasta 7 subtipos diferentes del virus del 
papiloma humano (VPH) (127) y muestras de sangre recogidas en los DBSs para la 
detección de Trypanosoma brucei rhodesiense/gambiense (118). El método de lisis 
alcalina consiste en la adición a la muestra de NaOH seguida de una incubación a 
99ºC durante 10 min. Se ha utilizado en estudios de campo realizados en Kenia para 
la extracción de ADN de quistes de Echinococcus granulosus (128), huevos de Trichuris 
truchiura (129) y huevos de Ascaris lumbricoides (130). Su funcionalidad también se ha 
probado para la extracción de ADN de gusanos adultos de Taenia spp. (131).  

Entre los métodos simples de calentamiento de la muestra, destacamos el 
método “Rapid-Heat LAMPellet” (RHE-LAMP) utilizado por nuestro grupo de 
investigación para la detección de ADN de S. haematobium mediante LAMP en 
muestras clínicas de orina (132). En el estudio, las muestras de orina se calentaron 
durante 15 minutos a 95ºC sin añadir ningún reactivo previo. Con este procedimiento 
se llegó a obtener un límite de detección de 1fg/µL. La funcionalidad de este método 
de extracción se comprobó en condiciones de campo en una zona rural de Cubal 
(Angola) para el diagnóstico mediante LAMP de la esquistosomosis urogenital. La 
prevalencia obtenida por LAMP fue significativamente mayor que la obtenida por 
microscopía (63,4% vs. 50,6%)(133).  
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Por último, existen kits comerciales que permiten la extracción y purificación 
de ácidos nucleicos a partir de todo tipo de muestras clínicas. Estos kits son muy 
utilizados en laboratorios de referencia. Sin embargo, su elevado coste y la necesidad 
de cierta infraestructura (p.ej., centrífugas) dificulta su uso en países con bajos 
recursos. La empresa Eiken Chemical (Eiken Chemical Co., Ltd., Tokio, Japón), 
desarrolló el kit de extracción simple LoopAmp™ PURE-DNA para su uso 
combinado con la técnica LAMP. Este kit comercial solo requiere de un termobloque 
o incubadora, evitando el uso de centrífugas. Los detalles del contenido del kit y los 
procedimientos se encuentran disponibles en 
https://www.eiken.co.jp/uploads/IFU/380237-C_en_20220301.pdf.  Su funcionalidad 
ha sido validada con éxito para la extracción de ADN a partir de DBSs (134), de 
muestras de sangre total (122) y de muestras de orina en papel de filtro (107). Además, 
se ha utilizado en estudios llevados a cabo en zonas rurales con bajos recursos como 
Uganda y Ghana para la detección de P. falciparum (122) y Schistosoma haematobium/S. 
mansoni (107). 

Tabla 3.  Métodos simples de extracción y purificación de ADN y/o ARN combinados con la tecnología 
LAMP utilizados en diferentes estudios. 

Método de 
extracción 

Patógeno 
detectado 

Tipo de 
muestra 

Sensibilidad/ 
límite detección 

Muestras 
clínicas 

Estudio de 
campo 

Ref. 

Fenol-
cloroformo 

S. mansoni Heces 92,86 %   
Brasil (120) 

T. brucei 
ADN 

genómico 
0,01 pg/ µL   (135) 

Cryptosporidium spp. Ooquistes 0,02 ng/ µL   (136) 

Metanol y 
calor 

P. falciparum DBS 92 %   
Gambia (117) 

Boil and Spin 

Plasmodium spp. y 
P. falciparum 

Sangre 91,8 %  
 

Amazonas 
Peruano 

(58) 

P. falciparum Sangre 93,9 %   
Uganda 

(122) 

P. falciparum y 
P. vivax 

Sangre 
P. falciparum: 100 % 

P. vivax: 99,4 %  
 

Amazonas 
Peruano 

(121) 

Plasmodium spp. Sangre 83,8 %   
Zanzíbar 

(123) 

https://www.eiken.co.jp/uploads/IFU/380237-C_en_20220301.pdf
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Plasmodium spp., 
P. falciparum y 

 P. vivax 
DBS 94,1 %   

Brasil 
(115) 

P. ovale Sangre 100 %   (137) 

O. volvulus Mosca negra 0,01 ng/100 moscas   (124)  

Chelex-100 

Candida spp. Sangre 100 %   (126) 

Virus del papiloma 
humano 

Tejido 
cervical 

100 %   (127) 

Bordetella pertusis  
(tos ferina) 

Aspirado 
nasofaríngeo 

92,59 %   (125) 

T. brucei 
rhodesiense/gambiense 

DBS 
SRA-LAMP: 93,8 % 

RIME-LAMP: 95,3 %   (118) 

Lisis alcalina 

E. granulosus Quistes 95,2 %   
Kenia (128) 

T. trichiura Huevos 77 %   
Kenia 

(129) 

A. lumbricoides Huevos 10.8 ng/µL   
Kenia 

(130) 

Taenia spp.  
Gusano 
adulto 

NT   (131) 

RHE-LAMP S. haematobium Orina 100 %   
Angola 

(133) 

LoopAmp™ 
PURE-DNA 

Plasmodium spp. y 
 P. falciparum 

DBS 
Plasmodium spp.:  

96,96 % 
P. falciparum: 97,82 % 

  (134) 

P.  falciparum Sangre 93,3 %   
Uganda 

(122) 

S. haematobium 
S. mansoni 

Orina en 
papel de 

filtro 

S. haematobium: 100 % 
S. mansoni: 99 %   

Ghana 
(107)  

 DBS, Dried Blood Spot; RHE-LAMP, Rapid-Heat LAMPellet method. bNT, No Testado.  Indica: estudio realizado en condiciones 
de campo/probada su funcionalidad en muestras clínicas;  Indica: estudio no realizado en condiciones de campo/no probada su 
funcionalidad en muestras clínicas. 

1.3.2. Reactivos estabilizados o “listos para su uso” 

El mantenimiento de la cadena de frío para preservar los reactivos de LAMP es 
uno de los principales obstáculos para su aplicación en condiciones de campo. Por 
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ello, uno de los aspectos en los que se está trabajando actualmente es el desarrollo de 
mezclas de reacción que contengan los reactivos en un formado “listo para su uso”, 
estables a temperatura ambiente para una aplicación rápida y sencilla. Los dos 
procedimientos más comúnmente utilizados para la estabilización de los reactivos 
LAMP son el secado al vacío -con o sin sustancias crioprotectoras- (138) y la 
liofilización (139). Numerosas casas comerciales ya han diseñado kits “listos para su 
uso” que incorporan los reactivos necesarios (a excepción de los primers específicos) 
para llevar a cabo una reacción LAMP. Los más utilizados en los distintos estudios 
son: “WarmStart® Colorimetric LAMP 2X Master Mix” (New England Biolabs, 
Massachusetts, Estados Unidos) y LoopAmp™ kit (Eiken Chemical Co., Ltd., Tokio, 
Japón). Estos kits facilitan que personal no especializado pueda realizar fácilmente un 
diagnóstico mediante LAMP, cumpliendo así con el criterio “User-Friendly”.   

El “WarmStart® Colorimetric LAMP 2X Master Mix” kit contiene phenol red 
como indicador de pH, que produce un cambio colorimétrico de rosa (negativo) a 
amarillo (positivo) permitiendo la interpretación sencilla de los resultados. Su 
funcionalidad ha sido evaluada para la detección de Plasmodium spp. utilizando 
muestras de sangre fresca (140), de Mycobacterium tuberculosis utilizando muestras de 
esputo (141) y de Cryptosporidium spp. en muestras ambientales (136). Esta misma 
empresa dispone del kit SARS-CoV-2 Rapid Colorimetric LAMP assay kit (New England 
Biolabs, Massachusetts, Estados Unidos) para la detección rápida (30 min) y simple 
del virus SARS-CoV-2 (142).  

El LoopAmp™ kit (Eiken Chemical Co., Ltd., Japón) está aprobado por la 
Fundación para la Obtención de Medios de Diagnóstico Innovadores (FIND). El kit 
contiene una mezcla de reacción estándar (sin primers) para llevar a cabo una reacción 
LAMP. Algunos kits, incorporan los primes específicos, como es el caso del LooampTM 
malaria detection kit y LoopampTM MTBC detection kit, para la detección de Plasmodium 
spp. y Mycobacterium tuberculosis, respectivamente. La visualización de los resultados 
es a simple vista mediante turbidez o indicadores metálicos como la calceína (143). Se 
han validado utilizando muestras de sangre fresca para la detección de Trypanosoma 
brucei (144), Trypanosoma cruzi (145,146) y Plasmodium spp. (58,137,147), DBSs para 
la detección de Loa loa (148) y Plasmodium spp. (134), y en muestras de esputo para 
detectar Mycobacterium tuberculosis (149). Además, su funcionamiento se ha evaluado 
utilizando métodos simples y económicos de extracción y purificación de ADN como 
el “Boil and Spin” comentado anteriormente (58,137). Cabe mencionar que ha sido 
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recomendado por la OMS para el diagnóstico de la tuberculosis (150) y de la 
leishmaniosis visceral (151).  

Nuestro grupo de investigación  desarrolló un protocolo sencillo y rápido (30 
min) de secado al vacío para la estabilización de mezclas de reacción LAMP utilizando 
trehalosa como crioprotector que fue evaluado en la amplificación de ADN de 
Schistosoma mansoni (152). Este protocolo de estabilización permitió almacenar los 
reactivos sin pérdida de funcionalidad durante 3 semanas a temperatura ambiente y 
hasta 5 meses a 4ºC. En un estudio posterior, se consiguió mejorar el proceso de 
estabilización realizando el proceso de secado en la tapa y en el fondo del tubo de 
reacción (153). Este procedimiento se evaluó en la detección de ARN de SARS-CoV-
2, observándose además que el proceso de retrotranscripción previo a la amplificación 
LAMP no se vio afectado por la estabilización previa de los reactivos. Más 
recientemente, este proceso de estabilización se ha aplicado con éxito en un ensayo 
DARQ-LAMP dúplex para la detección simultánea de ADN de S. mansoni y 
Strongyloides spp. (154).  

1.3.3. Soportes y dispositivos para la aplicación point-of-care de la técnica 
LAMP 

La tecnología LAMP no es completamente “Equipment-free”, pero si puede 
reducir mucho el uso de equipos sofisticados. Numerosos investigadores se han 
centrado en los últimos años en el desarrollo de soportes y dispositivos independientes 
de la electricidad, portátiles y sencillos de utilizar para facilitar la aplicación del LAMP 
como método de diagnóstico POC. 

1.3.3.1. NINA (Non-instrumented nucleic acid amplification) 

En el año 2010, el Programa de Tecnología Sanitaria Apropiada (PATH) 
(Seattle, USA) desarrolló el primer prototipo de dispositivo NINA (Non-instrumented 
nucleic acid amplification) para la amplificación isotérmica de ácidos nucleicos (155). 
Este dispositivo no requiere electricidad ya que la generación de calor se produce 
gracias a una reacción química exotérmica. Además, la ejecución de la reacción LAMP 
en un dispositivo NINA es rápida, no requiere personal técnico especializado y la 
interpretación de los resultados se lleva a cabo mediante turbidez, fluorescencia o 
cambio colorimétrico. Este prototipo se evaluó con distintas diluciones de ADN 
genómico de P. falciparum para su validación en el diagnóstico de la malaria (155,156). 
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Se obtuvieron límites de detección de 1 pg/µL en tan solo 41 min de reacción y se 
demostró la fácil interpretación de los resultados mediante turbidez y fluorescencia 
(155,156).  

Desde su desarrollo, esta plataforma ha sido probada con éxito para la 
detección de diferentes especies de filarias como Brugia malayi, Onchocerca volvulus y 
Wuchereria bancrofti (157). Además, se ha probado su funcionalidad utilizando 
métodos simples de purificación de ADN como el “Boil and Spin” (158,159). Sin 
embargo, hasta la fecha, solo hay descrito un estudio que utilice un dispositivo NINA 
en un entorno de escasos recursos. Este estudio fue llevado a cabo en Etiopía para la 
detección de Plasmodium spp. en muestras de sangre (158). Además, los ensayos de 
validación en muestras clínicas todavía son muy limitados. 

 En la tabla 4 se muestran los estudios que han utilizado una plataforma NINA 
para la amplificación isotérmica de ácidos nucleicos mediante la técnica LAMP. Se 
indican algunos aspectos relevantes de cada estudio, incluyendo el parásito que 
detectan, el tipo de muestra empleado, el método de extracción de ADN, el 
mecanismo de detección de los productos amplificados, el método de visualización 
de los resultados, el tiempo de duración, el límite de detección, validación en muestras 
clínicas y su utilización en condiciones de campo.  
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Tabla 4. Estudios que utilizan dispositivos NINA (Non-instrumented nucleic acid amplification) para la detección de diferentes especies de parásitos. 

Parásito Tipo muestra 
Extracción 

ADN 
Mecanismo de detección 

Visualización 
resultados 

Tiempo 
(min)a 

Límite de 
detección 

Estudio 
de campo 

Muestras 
clínicas 

Estudio 

P. falciparum ADN genómico Sin extracción 
Precipitado de magnesio 
Reactivo no intercalante 

(Calceína) 

Turbidez 
Fluorescencia 

41 1 pg/µL     (155,156) 

Plasmodium spp. y 
P. falciparum Sangre Boil and Spin Precipitado de magnesio Turbidez 40 NA  

Etiopía  (158) 

Plasmodium spp. Sangre Boil and Spin Precipitado de magnesio Turbidez 40 NA   (159) 

B. malayi 
Mosquito,  

Aedes albopictus 
Kit comercial 

Indicador de pH (phenol 
red/neutral red) 

Cambio 
colorimétrico 

40  1 pg/µL   

(157) O. volvulus 
Mosca negra  
S. squamosum 

Kit comercial 
Indicador de pH (phenol 

red/neutral red) 
Cambio 

colorimétrico 
70 0,01 ng/µL   

W. bancrofti ADN genómico Kit comercial 
Indicador de pH (phenol 

red/neutral red) 
Cambio 

colorimétrico 
40 0,1 pg/µL   

a Tiempo empleado de reacción LAMP en un dispositivo NINA, sin incluir el proceso previo de extracción de ADN.  Indica: estudio realizado en condiciones de campo/probada su 
funcionalidad en muestras clínicas;  Indica: estudio no realizado en condiciones de campo/no probada su funcionalidad en muestras clínicas. 
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1.3.3.2. LAMP y Lateral Flow assay (LFA) 

La técnica LAMP-LFA es una combinación de un ensayo LAMP y una prueba 
inmunocromatográfica, sencilla y fácil de utilizar. En la figura 3A se muestra un 
esquema de su funcionamiento.  En esta técnica, los primers para realizar el LAMP son 
modificados generalmente con isotiocianato de fluoresceína (FITC) y biotina (78). La 
tira inmunocromatográfica consta de una almohadilla de conjugación con 
anticuerpos-FITC marcados con nanopartículas de oro (Anti-FITC-AuNP), una línea 
de prueba con anti-biotina (estreptavidina) y una línea de control con anticuerpos 
frente a anti-FITC. Tras la reacción de LAMP, la mezcla se deposita en la almohadilla 
de conjugación y cuando los amplicones generados avanzan por capilaridad, éstos se 
unen a los Anti-FITC-AuNP, resultando el complejo capturado por la biotina en la 
línea de prueba para generar un resultado legible mediante las nanopartículas. Si no 
se generan amplicones, los Anti-FITC-AuNP se capturan en la línea de control por el 
anticuerpo anti-FITC (78,100). Esta prueba ha sido validada para la detección de 
diferentes especies de parásitos (ver tabla 5), como Plasmodium spp., P. falciparum, P. 
vivax y P. knowlesi (160), Trypanosoma brucei (161), Toxoplasma gondi (162), 
Paragonimus westermani (163), Echinococcus granulosus (128), Babesia bovis y B. bigemina 
(164) y Cryptosporidium spp. (165). También para la detección de virus, como el virus 
del Nilo occidental (166). 

Además, se han llevado a cabo estudios de detección múltiple (Figura 3B y 
tabla 5). En un estudio se diseñó un LAMP-LFA múltiple para la detección 
simultánea de Salmonella spp., Cronobacter spp. y Staphylococcus aureus (167). Para ello, 
se modificaron los primers BIP de las tres especies con FITC y el primer FIP de cada 
una de las especies con biotina (Salmonella spp.), digoxina (Cronobacter spp.) y Texas 
Red (S. aureus). La amplificación se produjo cuando los Anti-FITC-AuNP se unieron 
al amplicón. Este fue capturado secuencialmente por las líneas de prueba recubiertas 
con estreptavidina, anticuerpo anti-digoxina y anticuerpo anti-Texas Red, 
visualizando la línea roja gracias a las nanopartículas. Todo el proceso de 
amplificación y posterior visualización de los resultados se llevó a cabo en 1 hora. Se 
obtuvieron límites de detección para Salmonella spp., Cronobacter spp. y S. aureus de 
4,2, 2,6 y 3,4 cfu/g, respectivamente (167). Este tipo de detección múltiple se ha 
probado también con éxito para la detección simultánea de E. histolytica y E. 
dispar/moshkovskii (168). 
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Figura 3. Representación gráfica del mecanismo de funcionamiento de la técnica LAMP-LFA. A) 
Detección visual simple de los productos LAMP. B) Detección visual múltiple de los productos LAMP. 
FITC: isotiocianato de fluoresceína; Anti-FITC-AuNP: anticuerpos-FITC marcados con nanopartículas 
de oro; L1, L2, L3: Líneas de prueba.  
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Tabla 5. Estudios que utilizan la técnica LAMP en combinación con Lateral Flow Assays (LFA). 

Patógeno Tipo muestra Extracción ADN Marcaje de primers 
Visualización 

resultados 
Tiempo 
(min)b Límite de detección 

Estudio de 
campo 

Muestras 
clínicas 

Estudio 

Plasmodium spp. 
 P. falciparum,  

P. vivax 
DBS Kit comercial FITC y Biotina Banda roja 42 0,01 pg/µL   (160) 

T. brucei 
Médula ósea y 

LCR 
Kit comercial FITC y Biotina Banda roja 48 0,01 tryps/mL   (161) 

T. gondi Sangre Kit comercial FITC y Biotina Banda roja 65 1 fg/µL   (162) 

P. westermani Sangre Kit comercial FITC y Biotina Banda roja 90 2,7 fg/µL   (163) 

B. bovis y 
 B. bigemina 

ADN 
 genómico 

Kit comercial FITC y Biotina Banda roja 70 B. bovis 0,14 fg/ µL y B. 
bigemina 0,85 fg/µL   (164) 

E. granulosus 
Quistes 

hidatídicos 
Lisis alcalina FITC y Biotina Banda roja 45 10 fg/µL  

Kenia 
 (128) 

Cryptosporidium spp. Heces Kit comercial FITC y Biotina Banda roja 75 100 ooquistes/mL  
Nairobi  (165) 

Virus del Nilo 
Occidental 

Suero y plasma Kit comercial FAM y Biotina Banda roja 45 10 copias ARN   (166) 

E. histolytica y  
E. dispar/moshkovskiia 

ADN genómico 
Heces 

Kit comercial 
FITC, Biotina, y Texas 

Red 
Bandas rojas 70 10 trofozoítos   (168) 

Salmonella spp., 
Cronobacter spp.,  

S. aureusa 
Cultivo Kit comercial 

FITC, Biotina, 
Digoxina y Texas Red 

Bandas rojas 60 
Salmonella: 4,2 cfu/g; 

Cronobacter:  2,6 cfu/g; 
S. aureus: 3,4 cfu/g 

  (167) 

DBS: Dried Blood Spot; LCR: Líquido Cefalorraquídeo; FITC: Isotiocianato de Fluoresceína. a Estudios donde desarrollan un LAMP-LFA múltiple. b Tiempo empleado para llevar a cabo una 
reacción LAMP y la visualización de la banda, no incluye el proceso previo de extracción de ADN/ARN.  Indica: estudio realizado en condiciones de campo/probada su funcionalidad en 
muestras clínicas;  Indica: estudio no realizado en condiciones de campo/no probada su funcionalidad en muestras clínicas.
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1.3.3.3. Chips microfluídicos o “lab-on-a-chip” 

En los últimos años, los sistemas microfluídicos o “lab-on-a-chip” en 
combinación con la tecnología LAMP han cobrado gran relevancia como método de 
diagnóstico POC. En estos sistemas, la reacción tiene lugar en una microcámara o 
microcanal y la temperatura constante puede ser proporcionada por un calentador de 
película delgada y controlada por un termopar (sensor de temperatura) (169). 
Además, pueden integrar desde la purificación de los ácidos nucleicos hasta el proceso 
de amplificación en un solo semiconductor con múltiples circuitos integrados o ‘chip’ 
(170). Presentan ventajas como la miniaturización, la disminución del consumo de 
reactivos, la portabilidad y la detección rápida del patógeno de interés (170). Existen 
distintos tipos de chips microfluídicos que se han utilizado en la detección de 
patógenos: clásicos, en papel y digitales. En la tabla 6 se muestran algunos estudios 
que utilizan este tipo de chips microfluídicos. Se indican algunos aspectos relevantes 
como el patógeno que detectan, el tipo de muestra, la extracción de ADN y/o ARN, 
el método de detección de los productos de amplificación, la visualización de los 
resultados, el tiempo total, el límite de detección y, por último, si se han validado 
utilizando muestras clínicas.  

1.3.3.3.1 Chips microfluídicos clásicos 

Los chips microfluídicos clásicos basados en el uso de polimetacrilato de metilo 
(PMMA) y polidimetilsiloxano (PDMS) son los más comunes (100). El chip de PMMA 
ha sido utilizado para la detección simultánea de P. falciparum, P. vivax y cuatro 
especies de vectores transmisores (Anopheles sinensis, An. lesteri, An. dirus y An. 
minimus)(171). Este sistema se compone de un canal de inyección, un orificio de 
ventilación y 8 pocillos de reacción. Cada pocillo contiene un juego de primers fijados 
para cada una de las especies. La mezcla de reacción se introdujo en el canal de 
inyección y se selló con una membrana de presión. Posteriormente, tras el proceso de 
incubación, los resultados se observaron a simple vista mediante cambio 
colorimétrico gracias a la adición previa de HNB a la mezcla de reacción. Para la 
puesta a punto se utilizó ADN genómico de las especies indicadas y se obtuvo un 
límite de detección de 1pg/µL. Además, se evaluó su precisión mediante el análisis de 
48 muestras de ADN de Anopheles spp., de las cuales 30 resultaron positivas.  
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Por otro lado, estos chips también se han desarrollado para la detección de 
algunos virus como el SARS-CoV-2. Es el caso del chip microfluídico de PMMA 
compuesto por 9 cámaras (una cámara de carga de muestra, siete de lavado y una de 
detección) (172) que integra la extracción de ARN con microesferas magnéticas. Para 
ello, se utilizó un imán de neodimio-hierro-boro que proporcionó una fuerza 
magnética capaz de arrastrar las microesferas magnéticas unidas al ARN. Estas fueron 
arrastradas por las diferentes cámaras de lavado hasta la cámara de detección, donde 
se llevó a cabo la reacción. Su funcionalidad se probó utilizando muestras de esputo 
artificialmente contaminadas con ARN genómico del virus. Los resultados se 
detectaron a simple vista mediante cambio colorimétrico utilizando un indicador de 
pH y se obtuvieron límites de detección de 470 copias/mL en un tiempo total de 60 
min.  

1.3.3.3.2 Chips microfluídicos basados en papel 

Como se ha mencionado anteriormente, el uso del papel de filtro tiene 
numerosas ventajas debido a su utilidad en la recogida, almacenamiento y transporte 
de muestras clínicas, y su capacidad de capturar y aislar el ADN (ver “1.3.1.1. 
Almacenamiento y transporte de muestras clínicas”). Estas ventajas han llevado a un 
creciente interés en el desarrollo de sistemas LAMP en chips microfluídicos basados 
en papel. Los tipos de papel más utilizados son los de nitrocelulosa FTA (del inglés, 
Flinders Technology Associates) o los de fibra de vidrio (Zhang et al., 2019).  

Un ejemplo de este tipo de chip es el diseñado para la detección de ADN de 
Schistosoma mansoni en suero y plasma de ratones infectados experimentalmente en el 
laboratorio (174). Este chip está formado por tres cámaras de amplificación que 
contienen en su extremo un papel de membrana de sílice para la unión de los ácidos 
nucleicos. Brevemente, se añadieron las muestras de suero y plasma junto con un 
buffer de lavado. Los ácidos nucleicos se unieron a la membrana de sílice debido a la 
presencia de sales caotrópicas presentes en el buffer. A continuación, se introdujeron 
en la cámara de amplificación las mezclas maestras para llevar a cabo la reacción 
LAMP. El chip se colocó en un dispositivo portátil personalizado que llevaba acoplado 
un sistema de calentamiento y un microscopio USB portátil de fluorescencia 
conectado a un ordenador. Las imágenes obtenidas se procesaron en el ordenador y 
se obtuvo una señal de fluorescencia de cada imagen, generando así una curva típica 
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de amplificación a tiempo real. Se observaron límites de detección de 0.5 fg/µL de 
ADN genómico de S. mansoni.  

Los chips microfluídicos basados en papel también han sido utilizados para la 
detección de ARN del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) en muestras de 
saliva, como el chip desarrollado por Liu y colaboradores compuesto por una sola 
cámara de reacción con una membrana integrada de FTA (175). Este se coloca en un 
soporte equipado con un calentador de lámina delgada y un termopar. Para llevar a 
cabo el proceso de extracción y amplificación, se añadió la muestra y se filtró a través 
de la membrana FTA, capaz de aislar y concentrar las moléculas de ARN de la 
muestra. A continuación, la membrana FTA se lavó dos veces y se dejó secar. Por 
último, se añadió la mezcla maestra del LAMP en la cámara de reacción para realizar 
la amplificación. Para la visualización de los resultados se utilizó un detector óptico 
portátil y compacto ESE (Fluo Sens SD 003, ESE GmbH, Stockack, Alemania) situado 
en el soporte del chip, que detectó la señal de fluorescencia y permitió su lectura a 
tiempo real. Se obtuvieron límites de detección inferiores a 10 partículas de VIH por 
reacción en menos de 40 min.  

1.3.3.3.3 Chips microfluídicos digitales 

La microfluídica digital es una tecnología de manejo de líquidos que permite 
el control individual de microgotas en una matriz abierta de electrodos (176). Un 
ejemplo de esta tecnología es el chip digital diseñado para la detección mediante 
LAMP de Trypanosoma brucei utilizando sondas de baliza molecular (177). Este 
sistema digital microfluídico está formado por 8 pocillos de reacción y consta de un 
soporte para el chip con un calentador cerámico y un módulo generador de señales 
para el transporte de las gotas. Dispone de un microscopio de fluorescencia para 
monitorizar las señales producidas por el intercalante SYBR® Green I a tiempo real. 
La especificidad se confirma mediante el análisis de la curva de melting utilizando una 
sonda de baliza molecular de baja Tm. El sistema permitió realizar el LAMP en tan 
solo 1 µL de volumen de reacción con un límite de detección de ADN genómico de 
T. brucei de 10 copias/reacción.  

Dos años después se diseñó el LampPort, un dispositivo microfluídico digital 
portátil para la amplificación isotérmica de T. brucei (178). El dispositivo LampPort 
está formado por un chip con 6 pocillos de reacción, una placa control montada junto 
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con el soporte del chip y un módulo generador de señales. Además, lleva insertado un 
termopar para controlar y estabilizar la temperatura a 65ºC. Para su puesta a punto, 
se utilizó un volumen de mezcla de reacción de 2 µL y la visualización de los 
resultados se realizó a simple vista mediante la adición de una gota de SYBR® Green 
I a término de la reacción, favoreciendo así su uso como dispositivo POC. Se obtuvo 
un límite de detección de 40 copias de ADN genómico de T. brucei.  

En resumen, aunque los nuevos sistemas microfluídicos muestran resultados 
prometedores en cuanto a portabilidad, disminución del consumo de reactivos, 
independencia de electricidad y alta sensibilidad para su uso como diagnóstico POC, 
se requieren más estudios que validen su funcionalidad en muestras clínicas. Además, 
es importante destacar que no se han utilizado en zonas endémicas.   
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Tabla 6. Estudios que emplean chips microfluídicos clásicos, en papel o digitales.  

Tipo Patógeno Muestra 
Extracción 
ADN/ARN 

Método de detección 
Visualización 

resultados 
Tiempo 
(min)a 

Límite de 
detección 

Muestras 
clínicas 

Estudio 

Clásico 

P. falciparum, 
P. vivax, 

Anopheles spp. 

ADN 
genómico 

Método de 
extracción simple 

Reactivo no intercalante 
 (HNB) 

Cambio colorimétrico 45 1 pg/µL  (171) 

SARS-CoV-2 Esputo En el chip 
Indicador de pH 

 (phenol red) 
Cambio colorimétrico 60 470 

copias/mL  (172) 

En papel 

S. mansoni Suero y plasma En el chip 
Reactivo intercalante 

(EvaGreen) 

Fluorescencia a tiempo 
real y a término de 

reacción 
58 0,5 fg/µL  (174) 

VIH Saliva En el chip 
Reactivo intercalante 

(SYTO-9 Green) 
Fluorescencia a tiempo 

real 
40 

10 copias/ 
reacción  (175) 

Digital 

T. brucei 
ADN 

genómico 
Kit comercial 

Reactivo intercalante 
(SYBR Green) 

Baliza molecular 

Fluorescencia a tiempo 
real y a término de 

reacción 
40 

10 copias/ 
reacción  (177) 

T. brucei 
ADN 

genómico 
Método 

tradicional 
Reactivo intercalante 

(SYBR Green) 
Cambio colorimétrico 60 

40 copias/ 
reacción  (178) 

a Cuando la extracción de ADN/ARN tiene lugar en el propio chip, el tiempo corresponde al tiempo total de extracción y reacción LAMP.  Indica: estudio realizado en condiciones de 
campo/probada su funcionalidad en muestras clínicas;  Indica: estudio no realizado en condiciones de campo/no probada su funcionalidad en muestras clínicas.
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1.3.3.4. Telefonía móvil y técnica LAMP 

El uso de la telefonía móvil está en constante crecimiento a nivel mundial. En 
el año 2020, el 67% de la población mundial disponía de un teléfono móvil (179), 
alcanzando hasta un 55% en África Subsahariana (180). Por ello, un enfoque aún más 
reciente es la combinación de un diagnóstico POC con la denominada ‘salud móvil’ 
o mHealth (del inglés, movil health) para la mejora de las estrategias de diagnóstico y 
control de las enfermedades infecciosas en zonas remotas. Según la OMS, el término 
mHealth puede definirse como “la práctica médica y sanitaria con ayuda de 
dispositivos móviles como smartphones, dispositivos de monitorización de pacientes, 
asistentes digitales personales y otros dispositivos inalámbricos” (181). En la 
actualidad, ya se han desarrollado pruebas diagnósticas basadas en aplicaciones de 
smartphones para el diagnóstico de enfermedades parasitarias. Algunas de ellas están 
basadas en la microscopia automatizada como, por ejemplo, el dispositivo CellScope 
para la cuantificación de microfilarias de Loa loa en sangre, que permite obtener los 
resultados en menos de 2 min (182). Los  smartphones han sido también utilizados 
para la detección de huevos de S. haematobium (183), para la cuantificación de ADN 
de T. cruzi (184), la detección de quistes de G. lamblia mediante microscopía de 
fluorescencia (185) y para la detección de P. falciparum en frotis sanguíneos (186).  

Por otro lado, existen dispositivos mHealth desarrollados para utilizar con la 
tecnología LAMP (Tabla 7). La mayoría combinan una plataforma integrada para 
realizar el LAMP (generalmente un chip microfluídico) y un smartphone para la 
visualización de los resultados. La combinación de difusometría de partículas junto 
con un dispositivo smartphone se ha empleado para la detección de bajos niveles de 
parasitemia asociados a malaria asintomática (187). Para ello, se utilizaron muestras 
de sangre total calentada a 65ºC para producir la lisis de los glóbulos rojos e iniciar la 
reacción LAMP. Tras la reacción, los amplicones se combinaron con nanopartículas 
fluorescentes y se añadió la mezcla a un chip microfluídico que se acopló en un 
smartphone para leer los resultados. El smartphone tomó imágenes del movimiento 
browniano de las partículas fluorescentes durante un vídeo de 30 segundos. Las 
partículas mostraron un movimiento más rápido en ausencia de amplicones y más 
lento en presencia de amplicones (que obstaculizan el movimiento de las partículas). 
Se obtuvo un límite de detección de 3 parásitos/µL de sangre en 45 min sin extracción 
previa de ADN.  
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En otro estudio se diseñó un chip microfluídico desechable, económico y fácil 
de usar para la identificación molecular de dos especies de mosquitos trasmisores de 
la malaria (Anopheles gambiae y A. arabiensis) (188). Este chip está formado por tres 
cámaras de amplificación, cada una de ellas con un disco de FTA para el aislamiento 
del ADN. Brevemente, se añadió un buffer de lisis a través de los puertos de entrada 
de cada cámara, se incubó a temperatura ambiente y, posteriormente, se realizaron 
dos lavados con etanol para limpiar los discos A continuación, se añadieron los 
reactivos del LAMP en cada cámara de amplificación. Los productos de amplificación 
se detectaron al finalizar la reacción mediante SYTO-9 Green y una luz LED azul con 
una longitud de onda de excitación de 470 nm. Se utilizó un smartphone para la toma 
de imágenes, el registro de los resultados y la ubicación geográfica de la prueba.  

Esta tecnología también se ha utilizado para la detección múltiple de diferentes 
patógenos en una misma reacción. Un ejemplo es la plataforma  modular inalámbrica 
“LAMP box” para el análisis simultáneo mediante RT-LAMP de los virus Zika, Dengue 
y Chikungunya (99) utilizando la técnica QUASR (98). Esta plataforma está formada 
por un calentador isotérmico, varios pocillos para colocar los tubos, una fuente de 
excitación de luz LED y un receptor Bluetooth para el control de la reacción mediante 
un smartphone con cámara CMOS para adquirir y analizar las imágenes de las señales 
generadas en el ensayo.  

Por último, en un trabajo llevado a cabo por nuestro grupo de investigación, 
se desarrolló y patentó un ‘dispositivo de diagnóstico de enfermedades tropicales 
desatendidas (SMART-LAMP)’ para la amplificación isotérmica de ácidos nucleicos a 
tiempo real, basado en mediciones colorimétricas sencillas (valores RGB) y 
controlado por Bluetooth mediante el uso de una aplicación (App) móvil (189). El 
SMART-LAMP ha sido recientemente validado para el diagnóstico de diferentes 
enfermedades infecciosas, incluyendo esquistosomosis, estrongiloidosis y COVID-19. 
Además, se comprobó su aplicación y funcionalidad combinado con el uso de mezclas 
LAMP “listas para su uso” estabilizadas mediante secado simple en presencia de 
trehalosa a temperatura ambiente. La estabilización de los reativos se mantuvo 
funcional durante varios meses, lo que favorece su potencial aplicación como 
diagnóstico POC en entornos con infraestructuras limitadas. 

Como resumen general, en este apartado quedan expuestos los avances en el 
diagnóstico rápido y sensible de diferentes enfermedades infecciosas mediante la 
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tecnología LAMP, así como el intento para su acercamiento a zonas de escasos 
recursos. Muchos de los ensayos LAMP descritos cumplen teóricamente con los 
requisitos incluidos en el criterio REASURED, favoreciendo su aplicación como 
diagnóstico POC. Sin embargo, la aplicación de esta tecnología sigue siendo 
infrecuente como diagnóstico de rutina en la práctica clínica. Por ello, siguen siendo 
necesarios más estudios en distintos escenarios y situaciones epidemiológicas con la 
finalidad de implementarla no solo en zonas de escasos recursos, sino también como 
herramienta de diagnóstico molecular en laboratorios de referencia. 
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Tabla 7. Estudios que utilizan telefonía móvil en combinación con un método LAMP para la detección de diferentes organismos.  

Plataforma 
LAMP 

Especie Muestra 
Extracción 
ADN/ARN 

Método de 
detección 

Visualización 
resultados  

Tiempo 
(min)a 

Límite de 
detección 

Estudio 
campo 

Muestras 
clínicas 

Estudios 

Termociclador P. falciparum Sangre 
No  

extracción 
Nanopartículas 
fluorescentes 

Fluorescencia 45 3 parásitos/µL   (187) 

Chip microfluídico 
basado en papel 

Anopheles spp. Mosquito En el chip 
Reactivo 

intercalante 
(SYTO-9 Green) 

Fluorescencia a 
término de 

reacción 
60 NT   (188) 

Dispositivo portátil 
SMART-LAMP 

S. mansoni/  
S. haematobium/ 

Strongyloides spp. / 
SARS-CoV-2 

Gusanos 
adultos/ 
hisopo 

nasofaríngeo 

Kit  
comercial 

Reactivo no 
intercalante  

(Verde malaquita) 

Tiempo real 
(monitorización 
valores RGB) / 

Cambio 
colorimétrico  

40-60 

1pg/ 0,1 pg/ 
0,01 ng/ 

2x102 copias/ 
reacción 

  (189) 

LAMP box 
Zika, Dengue y 
Chikungunya 

Sangre, orina y 
saliva 

Kit  
comercial 

FAM, Cy5, 
SYTO 9 

Fluorescencia a 
término de 

reacción 
40 

Zika: 100 
PFU/mL   (99) 

NT: No testado. a En el caso de la extracción de ADN en el propio chip, el tiempo corresponde al tiempo total de extracción de ARN y reacción LAMP.   Indica: estudio realizado en condiciones 
de campo/probada su funcionalidad en muestras clínicas;  Indica: estudio no realizado en condiciones de campo/no probada su funcionalidad en muestras clínicas.
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2.1. Hipótesis  

El diseño y desarrollo de métodos LAMP para la detección de múltiples 
patógenos ya ha sido ensayado principalmente en laboratorios de referencia y, en 
menor medida, en condiciones de campo. Sin embargo, existen escenarios 
epidemiológicos donde esta técnica puede ser una herramienta diagnóstica de gran 
utilidad.  

La infección por Loa loa queda circunscrita a regiones concretas del continente 
africano. Los métodos tradicionales de diagnóstico directo presentan una gran 
limitación debido a su baja sensibilidad. En los últimos años se han llevado a cabo 
programas de administración masiva de fármacos para el control de filariosis en zonas 
endémicas, pero su eficacia no ha sido suficientemente establecida. La técnica LAMP 
podría ser de gran utilidad tanto para el diagnóstico POC en zona endémica como 
para el seguimiento epidemiológico de estos programas en laboratorios de referencia.  

Ante la reciente aparición en España de casos de FHCC y la necesidad de una 
detección precoz para el diagnóstico de esta enfermedad, la técnica LAMP podría ser 
una herramienta de alta eficacia para establecer su evolución y prevenir la 
transmisión. 

Por otra parte, existen diferentes estudios de aplicación de la técnica LAMP 
para el diagnóstico de malaria en zonas endémicas. Sin embargo, en algunas áreas de 
alta endemicidad, como por ejemplo Angola, no se han realizado estudios 
moleculares utilizando la tecnología LAMP. 

2.2. Objetivos 

Estos diferentes escenarios nos conducen a plantear los objetivos de este 
trabajo.  Así, el objetivo general de la Tesis Doctoral es evaluar la eficacia de la 
tecnología LAMP como método de diagnóstico en diferentes contextos 
epidemiológicos.   

Los objetivos específicos planteados se dirigen al desarrollo y aplicación de 
esta tecnología como herramienta diagnóstica para nuevos estudios epidemiológicos, 
ante situaciones de emergencia sanitaria o como diagnóstico POC en áreas endémicas 
de enfermedad con escasos recursos. 
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1) Evaluar la técnica LAMP para la detección de Loa loa en muestras procedentes 
de zona endémica.  

 
2) Desarrollar un método RT-LAMP para el diagnóstico de la fiebre hemorrágica 

de Crimea-Congo.  
 

3) Aplicar el LAMP para la detección POC de Plasmodium spp. en una zona 
endémica de malaria y evaluar su reproducibilidad en un laboratorio de 
referencia.  
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RESUMEN 

La loaosis es una filariosis causada por el nematodo Loa loa que afecta entre 3 
y 13 millones de personas en regiones del oeste y centro de África. Aunque no está 
incluida en el listado de las Enfermedades Tropicales Desatendidas (del inglés, NTDs: 
Neglected Tropical Diseases) figura en el programa OMS-ESPEN o ‘Proyecto Especial 
Ampliado para la Eliminación de las NTDs’.   

El diagnóstico de referencia es la detección microscópica de microfilarias (mf) 
en sangre, sin embargo, es un diagnóstico de escasa sensibilidad, sobre todo en 
infecciones tempranas y/o con baja parasitemia.  Por otro lado, la serología tiene un 
valor muy limitado y presenta reacciones cruzadas con otros helmintos. Las técnicas 
moleculares, como la PCR, tienen gran sensibilidad y especificidad, pero son caras, 
técnicamente complejas y requieren infraestructura no disponible en zonas 
endémicas. La tecnología LAMP presenta ventajas sobre la PCR, como mayor 
sensibilidad y especificidad, rapidez, escaso equipamiento, es más tolerante a posibles 
inhibidores presentes en las muestras y los resultados pueden observarse 
colorimétricamente. Además, la combinación con métodos fáciles de recogida, 
almacenamiento y transporte, así como con métodos de extracción simple de ADN 
de las muestras, potencia su aplicación como diagnóstico POC. Su uso en laboratorios 
de referencia sería también de gran utilidad para realizar estudios epidemiológicos. 

En un trabajo previo, nuestro grupo de investigación desarrolló un método 
LAMP colorimétrico altamente sensible y específico para la detección de ADN de Loa 
loa (Loa loa-LAMP). Hasta la fecha, no se había evaluado su eficacia en muestras 
clínicas. En este trabajo se evaluaron muestras almacenadas en papel de filtro 
procedentes de un estudio epidemiológico realizado en Guinea Ecuatorial.  

Considerando la microscopía como diagnóstico de referencia, el Loa loa-LAMP 
presentó una mayor sensibilidad que la microscopía y que la PCR en la detección del 
parásito. Además, los ensayos a tiempo real evidenciaron tiempos de positividad (Tp) 
más cortos para muestras con mayor microfilaremia.  

De este estudio podemos concluir que: i) es posible la extracción simple y 
económica de ADN a partir de DBS para el diagnóstico molecular de la loaosis, lo que 
facilita la obtención de las muestras, su transporte y su almacenamiento eficaz durante 
largos periodos de tiempo; ii) en combinación con la extracción simple de ADN, el 
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Loa loa-LAMP colorimétrico podría ser una herramienta molecular muy prometedora 
para el cribado fácil, rápido, sensible y específico de la loaosis en zonas endémicas.
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Blood Samples
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Abstract: Loiasis, caused by the filarial nematode Loa loa, is endemic in Central and West Africa.
Loa loa has been associated with severe adverse reactions in high Loa-infected individuals receiving
ivermectin during mass drug administration programs for the control of onchocerciasis and lymphatic
filariasis. Diagnosis of loiasis still depends on microscopy in blood samples, but this is not effective
for large-scale surveys. New diagnostics methods for loiasis are urgently needed. Previously,
we developed a colorimetric high-sensitive and species-specific LAMP for Loa loa DNA detection.
Here, we evaluate it in a set of 100 field-collected clinical samples stored as dried blood spots. In
addition, Loa loa-LAMP was also evaluated in real-time testing and compared with microscopy and
a specific PCR/nested PCR. A simple saponin/Chelex-based method was used to extract DNA.
Colorimetric and real-time LAMP assays detected more samples with microscopy-confirmed Loa loa
and Loa loa/Mansonella perstans mixed infections than PCR/nested-PCR. Samples with the highest
Loa loa microfilariae counts were amplified faster in real-time LAMP assays. Our Loa loa-LAMP could
be a promising molecular tool for the easy, rapid and accurate screening of patients for loiasis in
endemic areas with low-resource settings. The real-time testing (feasible in a handheld device) could
be very useful to rule out high-microfilariae loads in infected patients.

Keywords: Loa loa; loiasis; colorimetric LAMP; real-time LAMP; PCR; nested-PCR; dried blood spots;
saponin/Chelex; microscopy; molecular diagnosis

1. Introduction

Loa loa is a parasitic nematode that causes loiasis (commonly known as African eye
worm). The parasite is transmitted to humans by Tabanid flies of the genus Chrysops and
affects between 3 and 13 million people in the west and central regions of Africa [1]. Human
loiasis is known to be endemic in eleven countries, including Angola, Chad, the Demo-
cratic Republic of the Congo, Cameroon, the Central African Republic, Equatorial Guinea,
Ethiopia, Gabon, Nigeria, Republic of Congo and Sudan [2]. The main specific clinical
manifestations include subcutaneous edema (Calabar swelling) and pruritus. Additionally,
the ocular passage of the adult worm under the conjunctiva may be noticed. However,
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patients are usually asymptomatic or present nonspecific manifestations. Rarely, loiasis
can cause damage in other organs [3]; although, a high Loa loa microfilaremia has been
recently associated with an increased mortality risk [4]. Despite this, loiasis has been largely
neglected as a public health problem in Africa and, even to date, the disease does not appear
on the World Health Organization’s (WHO) list of neglected tropical diseases (NTD) [2].
Loiasis actually appear in the WHO-ESPEN (Expanded Special Project for Elimination
of NTDs) program [5]. In addition, in some parts of sub-Saharan Africa, co-infections of
Loa loa with other filarial species such as Mansonella perstans are possible [6,7]. M. perstans is
considered the most common of the mansonellosis parasites (tiny fly-borne filarial nema-
todes), affecting probably more than 100 million people and with 600 million people living
at risk of infection in Africa alone [8–10]. The clinical manifestations of mansonellosis are
highly non-specific and shared with other co-infections in affected people, often making its
diagnosis go unnoticed [8].

In loiasis-endemic areas, the only diagnostic method is a microscopic examination of
a mid-day capillary blood sample for morphological identification of the Loa loa parasite.
Microscopy is time-consuming, labor-intensive, requires skilled laboratory personnel and
examines a small amount of blood, making it variable in terms of sensitivity and impractical
for mass screening [6]. In an attempt to overcome the problems of traditional microscopy,
the LoaScope, a smartphone-based video-microscope has been extensively validated to
quantify Loa loa mf in fingerstick blood without the need for sample processing or stain-
ing [11–15]. However, LoaScope is calibrated to detect high-density Loa loa microfilaremia,
and values under 150 mf/mL are considered unreliable [13,15]. In addition, the specificity
on other filariae such as Mansonella spp. have not been well studied, and because it detects
moving parasites, it can only be performed with fresh blood samples. Thus, it is considered
a useful tool to support mapping projects for ivermectin-based Mass Drug Administration
(MDA) programs, not as a diagnostic method. An alternative is serological testing, but
it has low specificity due to cross-reactivity in patients with other filarial or helminthic
infections and does not differentiate between past and current infection or quantify micro-
filaremia [16,17]. More recently, a Loa Antibody Rapid Test, commercially available as a
lateral flow assay (LFA) platform, has been evaluated for epidemiological studies and to
support mapping projects for ivermectin-based MDA programs to eliminate onchocerciasis
and lymphatic filariasis. Nevertheless, the test has not been approved for use in individual
case management [18].

In the last years, a series of polymerase chain reaction (PCR)-based molecular methods,
such as conventional PCR, nested-PCR, and real-time quantitative PCR (qPCR), have been
developed to detect Loa loa DNA with high accuracy and more sensitivity than parasitological
and serological methods [19–21]. However, these technologies are not generally available
in low-resource clinical settings due to their technical complexity. A number of alternative
isothermal amplification methods targeting nucleic acids have been developed that offer sig-
nificant improvements over PCR-based methods [22]. One of the most widely adopted is the
loop-mediated isothermal amplification (LAMP) assay [23]. LAMP works under isothermal
conditions (demanding minimal infrastructure) and amplifies the target nucleic acid using
DNA polymerases with strand-displacement activity using a minimum of four, and up to
six, specially designed primers [23]. This unique method of nucleic acid amplification makes
the LAMP technology, compared to PCR-based methods, more sensitive, more specific, faster,
more cost-effective and permits easy end-product visualization of the reaction in the diag-
nostic scenario [24–26]. To date, LAMP technology has been described for the detection of
several filarial parasites, including Loa loa [27–29], Wuchereria bancrofti [30], Brugia spp. [31],
Onchocerca volvulus [32,33], and Mansonella perstans/ozzardi [34].

On the other hand, it is important to note that venous blood sample collection for
molecular analysis usually requires the support of health services and electricity for freeze-
storage and delivery to laboratories, and this is particularly lacking in low-resource loiasis
endemic areas. Capillary blood collection onto filter paper, known as dried blood spots
(DBS), is a cheaper, more practical and convenient method to overcome these limitations [35]
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and makes it attractive for sample collection, storage and transportation from field set-
tings [36]. It would be also desirable if these practical advantages could be accompanied
by a reliable, sensitive and cost-effective method of nucleic acid extraction [37]. Several
studies have already demonstrated the efficacy of using PCR-based methods and LAMP
assays for the detection of infectious agents—including parasites, viruses and bacteria—in
combination with simple DNA extraction methods from DBS [35,38,39]. Regarding this,
Chelex-100 resin-based DNA extraction methods are among the most widely used because
these procedures are simple, rapid, economic, involve no organic solvents and do not
require multiple tube transfers avoiding excessive handling [2,38,40–43].

In a previous work, we developed an in-house high-sensitive and species-specific
colorimetric LAMP assay for Loa loa DNA detection. This LAMP was successfully evaluated
in the laboratory in human venous blood samples artificially contaminated with genomic
DNA extracted from a Loa loa adult worm [27]. Here, for the first time, we evaluate
our Loa loa-LAMP in a set of field-collected clinical samples, long-term stored as DBS.
Additionally, it was the first time that the Loa loa-LAMP has been evaluated in real-time
testing. The efficacy of both Loa loa-LAMP assays was compared with microscopy, as a
reference diagnostic method, and with a specific PCR/nested-PCR assay [44].

2. Materials and Methods
2.1. Ethics Statement

Samples were obtained from the Laboratory of the National Centre of Tropical Medicine’s
repository (Collection number C.0005278/ISCIII/Spain), Institute of Health Carlos III,
Madrid, Spain, and registered according to the Spanish Law RD 1716/2011; article 22.1.
Samples belonged to the malaria project PREMAVAL, to provide baseline data on malaria
prevalence in Equatorial Guinea. The study was approved at the time by the Minister of
Health and Social Welfare of Equatorial Guinea (MINSABS) and the Ethics Committee
of the Spanish National Health Institute, Carlos III (CEI PI 22_2013-v3). The study was
conducted in accordance with the Declaration of Helsinki. Informed consent was obtained
from caregivers interviewed, the heads of the households and all subjects involved in
the study.

2.2. Samples Obtaining and Selection

A set of 100 clinical samples were selected from a collection of DBS collected 7-years
ago in a field survey carried out in Equatorial Guinea. The samples were stored at the Lab-
oratory of the National Centre of Tropical Medicine, Institute of Health Carlos III, Madrid,
Spain. When these samples were collected, thick (20 µL) and thin (5 µL) blood smears
were first stained with 10% Giemsa solution and examined by experienced microscopists
for the morphological identification of microfilariae (mf) according to published guide-
lines [45]. Microfilaremia was expressed as microfilariae per milliliter of blood (mf/mL)
under 10× magnification and to determine the filarial species at 100× magnification with
immersion oil. All fields were examined before declaring a slide negative. Mf densities were
the average value found between the thick and thin slides by microscopic examination. A
blood finger prick from each microscopically analyzed patient was spotted onto Whatman
903TM paper (GE Healthcare Bio-Sciences Corp, Piscataway, NJ, USA) and stored in double
zip-lock plastic bags with silica gel absorbent at −20 ◦C until analysis. The selected set
of 100 DBS for this work (numbered from 1 to 100) was divided into 4 groups on basis
of the microscopy findings, as follows: group 1 (n = 13) Loa loa-positive; group 2 (n = 11),
M. perstans-positive; group 3 (n = 3), Loa loa and M. perstans mixed-positive; group 4 (n = 73),
both Loa loa and M. perstans-negative. Table 1 shows the selected groups of DBS samples
included in this study indicating mf counts.
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Table 1. Dried blood samples included in this study. Sample groups (G1, G2, G3, and G4), para-
sitological findings based on microscopy of thick and thin blood smears with Giemsa stain, sample
numbers and microfilariae counts (expressed as microfilariae per milliliter of blood; mf/mL) are
indicated. PCR/nested-PCR, colorimetric and real-time LAMP results obtained in this study are
also included.

Sample Groups Parasitological
Finding

Sample
Number mf/mL PCR/

Nested-PCR
Colorimetric

LAMP
Real-Time

LAMP

G1 (n = 13) Loa loa

18 1100 + + +

19 300 + + +

21 500 + + +

32 2200 + - -

39 3600 + + +

48 12,200 + + +

51 400 - + +

53 500 - + +

62 2000 + + +

69 11,600 + + +

75 450 - + +

76 5600 + + +

82 1900 + + +

G2 (n = 11) Mansonella perstans

24 200 - + -

44 600 - - -

49 800 - + -

50 100 - - -

52 100 - + +

54 1300 - - -

77 3200 - - -

78 100 - - -

79 400 - + +

83 1000 - - -

91 1000 - + +

G3 (n = 3) Loa loa/M. perstans

55 200/200 - + +

70 200/200 + + +

81 6000/1500 + + +

G4 (n = 73) No findings

20 - + -

42 - + -

43 - + +

45 - + +

47 - + +

68 - + -

74 - + -

Remaining nos.
up to 100 - −66 −70
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2.3. DNA Extraction from Dried Blood Spots

DNA was extracted at the Laboratory of the National Centre of Tropical Medicine
(CNMT, in Spanish), Institute of Health Carlos III, Madrid, Spain, via the Chelex-based
method in combination with saponin following the protocol previously described by Plowe
et al. [46] with slight modifications. Briefly, two filter paper discs of 5 mm in diameter were
punched from each DBS using a handheld paper punch and placed into a 1.5 mL tube.
Subsequently, 1 mL of 0.5% saponin (Fluka Biochemika, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Darmstadt, Germany) in autoclaved phosphate-buffered saline (PBS) 1× was added, mixed
thoroughly, and incubated overnight at 4 ◦C or 37 ◦C for 1 h. After incubation, the brown
solutions formed were aspirated and replaced with 1 mL of PBS 1×, and the tubes were
incubated at 4 ◦C for an additional 30 min. Meanwhile, 100 mL of 5% Chelex 100 solution
(Bio Rad, Richmond, CA, USA) in water was heated at 100 ◦C in a magnetic stirrer. The
PBS was removed from tubes and 200 µL of heated 5% Chelex 100 were added to the paper
discs, vortexed for 30 s, and placed in a heat-block at 98 ◦C for 10 min for incubation. After
centrifugation at 13,000 rpm for 2 min, supernatants were recovered and centrifuged once
again to remove any remaining Chelex 100 chelating resin before collection into clean tubes.
Those extracted DNA samples were stored at −20 ◦C until further molecular analysis
by PCR/nested-PCR at the laboratory of NCTM. Aliquots of 10 µL of each extracted
DNA sample were sent frozen to the Center for Research in Tropical Diseases at the
University of Salamanca (CIETUS), Salamanca, Spain, to perform molecular analysis by
Loa loa-LAMP assay.

2.4. Molecular Analysis

The 100 DBS selected in this study based on the microscopy results were analyzed in
parallel for the species-specific molecular detection of Loa loa by a PCR/nested-PCR and
both colorimetric and real-time LAMP assays following the methodology described below.

2.4.1. PCR/Nested-PCR Assay

A nested-PCR based on sequences of the repeat 3 region (15r3) of the gene encoding
a Loa loa 15-kD protein was performed at Malaria and NTDs Laboratory-CNMT, Madrid,
Spain, following the methodology described by Touré et al. (1998) [44] with slight mod-
ifications. Briefly, for initial PCR, 5 µL of template were amplified, and 2 µL of the first
amplification product was used for the nested PCR. Amplification for initial PCR (product
of 396 bp) was carried out using an Applied Biosystems GeneAmp® PCR System 2700 for
30 cycles at 94 ◦C for 1 min (denaturation), 65 ◦C for 1 min (annealing), and 72 ◦C for 2 min
(extension). For nested-PCR (product of 366 bp), amplification was carried out under the
same conditions, but for 25 cycles. PCR products were analyzed by a QIAxcel Advanced
automatic multicapillary electrophoresis system (QIAGEN GMBH, Hilden, Germany). For
PCR reactions, positive controls consisted of Loa loa-microscopy positive clinical samples—
first tested by filarial-real time qPCR and verified by sequencing following the methodology
described by Ta-Tang et al. [21]. Negative controls consisted of filarial-microscopy negative
clinical samples and M. perstans-microscopy positive samples from the CNMT collection.
All positive results were confirmed in duplicates.

2.4.2. Colorimetric LAMP Assay

LAMP assay based on an 839 bp Loa loa-specific repetitive DNA sequence (GenBank
accession no.M34259.1) was performed at CIETUS, Salamanca, Spain, using the set of
primers and reaction conditions previously described elsewhere by our group [27]. Briefly,
LAMP reactions were carried out with a total of 15 µL reaction mixture containing 40 pmol
of each FIP and BIP primers, 5 pmol of each F3 and B3 primers and 0.57 µL of Bst 2.0 Warm
Start DNA polymerase (New England Biolabs Ltd., Hitchin, UK) with 1 µL of extracted
DNA as a template. Reactions were incubated at 65 ◦C for 50 min in a heating block
followed by heated at 80 ◦C for 5–10 min to stop the reaction. LAMP results were visually
detected by color change (green: positive; orange: negative) by adding 1 µL of 1:10 diluted
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10,000× concentration SYBR Green I (Invitrogen, Waltham, MA, USA) to the reaction tubes.
When required, LAMP products were monitored using 1.5 % agarose gel electrophoresis
and visualized under UV light in a transilluminator (UVP BioDoc-It2 Imager, Analytik Jena).

2.4.3. Real-Time LAMP Assay

Real-time LAMP was performed with the same set of primers and reagents as the col-
orimetric LAMP, but with the addition of 0.24 µL/well of the DNA-binding dye EvaGreen
20× (BIOTIUM, San Francisco, CA, USA) to monitor the fluorescence in an Eco48 real-time
PCR system (PCRmax, Beacon Road, Stone, Staffordshire, UK) programmed at 65 ◦C for
60 min followed by 10 min at 80 ◦C to stop the reaction by enzyme inactivation.

Genomic DNA (gDNA) from a Loa loa adult worm (0.5 ng/µL), and ultrapure water
instead of the DNA template, were used as positive and negative controls, respectively, in
all LAMP trials. All positive results were confirmed in duplicates.

2.5. Statistics

To estimate the accuracy of the molecular methods as diagnostic tests, the percentages
of sensitivity, specificity, positive predictive value (PPV), negative predictive value (NPV)
and kappa index for each molecular technique in comparison to microscopy as a reference
diagnostic method were calculated using the free software WinEpi 2.0 [47]. The confidence
intervals (CI) were established at 95%. To estimate and analyze the correlation between
time to positivity (Tp) value in real-time LAMP positive assays and mf/mL a Pearson
correlation test in R statistical software 3.6.3 version was used, creating a scatter plot using
“ggplot2”, “ggpubr” and “ggrepel” packages.

3. Results
3.1. Application of Molecular Methods on Dried Blood Samples
3.1.1. PCR/Nested-PCR Assay

Amplification products of the expected size (396 bp for initial PCR and/or 366 bp
for nested-PCR) were obtained in 10/13 (76.92%) Loa loa microscopy-positive samples,
and also in 2/3 (66.66%) Loa loa and M. perstans mixed-microscopy positive samples. No
M. perstans-microscopy positive samples resulted positive for Loa loa. All Loa loa and
M. perstans-negative samples resulted negative for Loa loa in PCR assays. Overall, 12/100
(12%) DBS were positive (see Table 1).

3.1.2. Colorimetric LAMP Assay

Visual detection of LAMP results in testing DBS using the SYBR Green I dye-based
method is shown in Figure 1. LAMP detected 12/13 (92.31%) Loa loa-microscopy positive
samples (Figure 1a). Only one sample (no. 32) was missed. In addition, 3/3 (100%) Loa loa
and M. perstans-microscopy positive mixed samples and 7/73 (9.58%) microscopy negative
samples resulted LAMP-positive (Figure 1b). Surprisingly, up to 5/11 (45.45%) M. perstans-
microscopy positive samples resulted LAMP-positive for Loa loa (Figure 1c). In all, 27/100
(27%) DBS were LAMP-positive (see Table 1).

3.1.3. Real-Time LAMP Assay

Detection of Loa loa in DBS by real-time LAMP is shown in Figure 2. A positive result
was obtained in the same 12/13 (92.31%) Loa loa-microscopy positive samples than with
the colorimetric LAMP assay (Figure 2a). As for visual LAMP detection, sample no. 32 was
also missed by real-time LAMP. Moreover, 3/3 (100%) Loa loa and M. perstans-microscopy
positive mixed samples (Figure 2b) and 3/73 (4.11%) microscopy negative samples resulted
real-time LAMP positive (Figure 2c). Regarding the M. perstans-microscopy positive sam-
ples, 3/11 (27.27%) resulted positive (Figure 2d). In all, 21/27 (77.77%) DBS resulted in
real-time LAMP positive (see Table 1). In addition, for the 16 samples Loa loa-microscopy
positive (those included in group 1, except for sample no. 32, and those included in group 3)
a relationship between Tp and. mf/mL values was established. The samples with the
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highest mf counts of Loa loa in microscopic examination (nos. 48, 69 and 81) were amplified
with the shortest Tp values (Figure 3).
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Figure 1. Examination of dried blood samples by conventional colorimetric Loa loa-LAMP. The figure
shows the colorimetric visual detection of LAMP results in testing DBS using the SYBR Green I
dye-based method: (a) Loa loa, Loa loa-microscopy positive samples. (b) Loa loa + M. perstans, Loa loa
and Mansonella perstans-microscopy positive mixed samples; MNS, microscopy negative samples.
(c) Mansonella perstans, M. perstans-microscopy positive samples. C+, Loa loa positive control (genomic
DNA; 0.5 ng/µL); N, negative control (ultrapure water instead DNA template).

The results of PCR/nested-PCR, colorimetric LAMP and real-time LAMP assays were
compared with microscopy as the reference diagnostic method and the overlaps are shown
using Venn diagrams in Figure 4. Up to 11 of the 16 DBS samples (68.75%) with microscopy-
positive results were positive by the three molecular tests (Figure 4a). On the other hand,
up to 72 of the 84 DBS samples (85.71%) with microscopy-negative were negative for all
detection tests performed (Figure 4b). The estimation of the accuracy of the molecular
methods applied as diagnostic tests for Loa loa detection is shown in Table 2. In summary,
LAMP assays showed the highest sensitivity (94.1%) and the PCR/nested-PCR showed the
best specificity (100%).
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Figure 2. Detection of Loa loa in dried blood samples by real-time LAMP. The figure shows the
results detected by fluorescence measured in relative fluorescence units (RFU) in a PCRmax Eco 48
Real-Time qPCR System: (a) Loa loa, Loa loa- microscopy positive samples. (b) Loa Loa+ M. perstans,
Loa loa and Mansonella perstans-microscopy positive mixed samples. (c) MNS, microscopy negative
samples. (d) Mansonella perstans, M. perstans-microscopy positive samples. C+, Loa loa positive control
(genomic DNA;0.5 ng/µL); N, negative control (ultrapure water).

Table 2. Estimation of the accuracy of the molecular methods applied as diagnostic tests for Loa
loa. Estimation of sensitivity, specificity, positive and negative predictive values and Kappa index
by DNA amplification tests (colorimetric LAMP, real-time LAMP and PCR/nested-PCR) against
microscopy as reference diagnostic method for current study for identifying Loa loa infection in the
100 patients’ dried blood samples analyzed. PPV, positive predictive value; NPV, negative predictive
value; CI, confidence intervals; Kappa, Kappa index.

Colorimetric LAMP Real-Time LAMP PCR/Nested-PCR

Sensitivity (95% CI) 94.1% (81.9–105.6%) 94.1% (82.9–105.3%) 75.0% (53.8–96.2%)

Specificity (95% CI) 87.5% (78.5–93.3%) 93.3% (88.2–98.5%) 100.0%
(100.0–100.0%)

PPV (95% CI) 57.1% (36.8–74.3%) 72.7 % (54.1–91.3%) 100.0%
(100.0–100.0%)

NPV (95% CI) 98.8% (96.0–101.3%) 98.8% (96.5–101.1%) 95.5% (91.1–99.8%)

Kappa (95% CI) 62.2% (43.6–80.7%) ** 76.9% (57.6–96.2%) ** 83.4% (67.5–99.3%) ***
** good agreement; *** excellent agreement.
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Figure 3. Correlation chart showing the relationship between time to positivity (Tp) values and
microfilariae per milliliter (mf/mL) for the 16 samples microscopically positive for Loa loa that also
tested positive for Loa loa in real-time LAMP assays. The numbers associated with the red dots
indicate the number of the samples analyzed.
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a Loa loa positive results for at least one test. (b) Distribution of the samples with a Loa loa negative
result for at least one test.
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4. Discussion

Routine clinical diagnosis of human loiasis and mansonellosis depends on the de-
tection of mf on Giemsa-stained thick and thin blood slides by microscopy based on
morphological identification [6]. However, the efficacy of microscopic detection of mf is
diminished by long pre-patency, periodicity in the case of Loa loa, and mild or occult infec-
tion without microfilaremia [48]. To solve these drawbacks, a number of molecular assays,
both PCR-based and LAMP-based methods, have emerged in the last years to provide an
accurate alternative for the identification and detection of filarial parasites. PCR-based
methods, mainly real-time qPCR, are generally used in laboratories in developed countries,
while LAMP-based methods are a cheaper and easy molecular option for low-income
countries and have the potential for near point-of-care (POC) application [6].

In a previous work, our group developed an in-house colorimetric LAMP-based
method for the specific detection of Loa loa DNA. This Loa loa-LAMP achieved a very
high level of sensitivity, detecting up to 0.5 attograms (ag) of genomic DNA (which is
equivalent to 1/1.000.000th of a mf) in fresh human venous blood samples artificially
enriched with Loa loa DNA [27]. Now, in this work, we evaluate for the first time, our
Loa loa-LAMP, both colorimetric and real-time testing, in a set of 100 clinical samples
collected in a loiasis-endemic area long-term stored as DBS. The saponin/Chelex-based
method was used to extract DNA from DBS for molecular analysis. This simple chelating
resin-based procedure for DNA extraction was tried because it is cheap, fast and does not
require multiple tube transfers, which avoids potential contamination when numerous
samples need to be analyzed [40,49]. For example, the saponin/Chelex-100 DNA extraction
method has already been widely and successfully used for the isolation of malaria parasite
DNA from DBS for molecular analysis by PCR [42,43,50,51].

When analyzing DNA extracted from DBS, we obtained more LAMP-positive col-
orimetric and real-time results than PCR/nested-PCR results in samples from a group of
patients with microscopy-confirmed infection by Loa loa (12/13; 92.30% vs. 10/13; 76.92%)
and by Loa loa and M. perstans mixed infection (3/3; 100% vs. 2/3; 66.66%), respectively.
Therefore, by using a simple method involving a chelating resin in combination with a
highly sensitive molecular method, either a PCR-based or LAMP-based method, it is pos-
sible to detect Loa loa in DBS as a DNA source. However, LAMP assays showed a higher
sensitivity than PCR/nested-PCR, as seems to be demonstrated by the fact that LAMP am-
plified all five Loa loa-positive samples with a lowest-microfilariae count between 300 and
500 mf/mL (nos. 19, 21, 51, 53 and 75) while PCR/nested-PCR only achieved amplification
in two of these five samples (nos. 19 and 21). Unexpectedly, both colorimetric and real-time
LAMP assays failed to amplify 1/13 samples (no. 32) with microscopy-confirmed infection
by Loa Loa (with a high count of 2200 mf/mL), which was amplified by PCR/nested-PCR.
Honestly, we do not know what could have caused this failure. A possible explanation
for this could be associated with improper sample storage, repeated freezing and thawing
cycles for different assays, or simple sample handling errors.

Furthermore, we obtained colorimetric LAMP-positive results for Loa loa in 5/11
(45.45%) samples (nos. 24, 49, 52, 79 and 91) with only microscopy-confirmed M. perstans
infection. However, when performing the real-time LAMP assay, only 3/11 (27.27%) of
those samples (nos. 52, 79 and 91) also resulted positive, but in two of them (nos. 24 and
49) no amplification was achieved. Interestingly, we also obtained colorimetric LAMP-
positive results for Loa loa in 7/73 (9.58%) samples (nos. 20, 42, 43, 45, 47, 68 and 74) with
microscopy-negative findings, but only 3/73 (4.11%) of those samples (nos. 43, 45 and 47)
resulted positive by real-time LAMP assay. We sincerely believe that those colorimetric
LAMP-positive results obtained for Loa loa in both M. perstans microscopy-positive samples
and in samples with microscopy-negative findings could be true DNA Loa loa detection,
since coinfections with M. perstans in co-endemic areas are very common [6,52], and it is
also possible that they may have gone undetected under microscopy due to their well-
known limited sensitivity for Loa loa [53]. Moreover, the higher sensitivity of our in-house
LAMP over PCR/nested-PCR could also explain these positive results. The fact that in
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these two groups of samples (M. perstans microscopy-positive and microscopy-negative
findings), up to six samples resulted positive by conventional colorimetric Loa loa-LAMP
but not in real-time settings, could be explained because of the pre-amplified EvaGreen
fluorescent dye in the reaction mixes for real-time monitoring. It has been demonstrated
that EvaGreen is able to partially inhibit LAMP reactions by reducing both the rate and final
levels of amplification [54]. On the other hand, it might be thought that the amplification of
these samples by conventional colorimetric Loa loa-LAMP could have been non-specific
amplification or post-amplification contamination by opening the tubes and adding SYBR
Green I at the end of the reaction. However, we honestly believe that the specificity
demonstrated by our Loa loa-LAMP in its previous development and setup (with no cross-
reaction with M. perstans or Brugia pahangi, a filaria closely related to Loa loa) [27], the gentle
handling of the tubes in a laminar flow hood, and the duplicate confirmation of positive
results, rule out those possibilities.

Very interestingly, those samples with the highest mf counts of Loa loa on microscopic
examination, including samples no. 48 (12,200 mf/mL) and no. 69 (11,600 mf/mL) in
Group 1 (Loa loa microscopy-positive), and also sample no. 81 (6000 mf/mL) in Group
3 (Loa loa and M. perstans mixed infection), amplified with the shortest time to positivity
(Tp) values when performing the real-time LAMP assay: 13, 14 and 15 min, respectively.
Since serious adverse events can occur in individuals with high Loa loa mf loads due to
ivermectin administration in onchocerciasis control and elimination programmes in Central
Africa, and that the risk increases significantly when Loa loa loads exceed 8000 mf/mL [55],
real-time Loa loa-LAMP could be very useful as a diagnostic tool to detect high mf loads
(which would correlate to shorter Tp values) in infected individuals to prevent the risk of
serious reactions. Considering that real-time Loa loa-LAMP can also be easily performed
on a battery-powered handheld device for outdoor use (i.e., Genie III platform), and the
simplicity of the saponin/Chelex-based DNA extraction from a small quantity of finger-
prick blood samples stored as DBS, make this combination highly desirable as a promising
tool applicable as a POC test for molecular diagnosis of loiasis in endemic areas with
resource-limited settings.

Finally, the LAMP-positive results detected in samples with negative microscopy
results reinforce the idea that the sensitivity of our in-house Loa loa-LAMP assay (both
the colorimetric and real-time) is also higher than that of microscopy for the detection of
natural Loa loa infections in clinical samples. In this sense, our results are consistent with
those obtained in a recent study in which LAMP is also found to be more sensitive than
microscopy for the detection of experimental and natural Loa loa infections in Chrysops
vectors [56]. Overall, statistically, the conventional colorimetric Loa loa-LAMP and real-time
Loa loa-LAMP showed the highest sensitivity (94.1%) compared to microscopy; although,
PPV for colorimetric Loa loa-LAMP was low (57.1%). In our experience in the develop-
ment and application of LAMP technology for the diagnosis of parasitic infections, these
statistical results (a high sensitivity and a low PPV) are also consistent with other studies
comparing the accuracy of the LAMP assay with microscopy as a gold standard in different
types of clinical specimens, either in urine (e.g., for urinary schistosomiasis diagnosis) [57]
or feces (e.g., for amphimeriasis diagnosis) [58].

5. Conclusions

Considering the results obtained in this study when analyzing DBS samples, we
can conclude that our conventional colorimetric in-house Loa loa-LAMP assay could be a
promising molecular diagnostic tool for the easy, rapid, sensible and specific screening of
patients for loiasis in endemic areas with low-resource settings. Moreover, the real-time
Loa loa-LAMP testing (that can be easily performed in a handheld device with no electricity
requirement), could be very useful to detect people with high mf loads to define more
precisely which individuals and which communities are eligible to receive ivermectin in
MDA against onchocerciasis and lymphatic filariasis in overlapping areas with Loa loa, thus
reducing possible life-threatening complications. Further research would be desirable to
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further increase specificity (e.g., by including loop primers in the LAMP design, exploring
other potential target Loa loa-specific DNA sequences) and develop a multiplex-LAMP
that would allow for simultaneous detection of different filarial species in a single patient
sample, especially in areas where loiasis is co-endemic with other filariasis.
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RESUMEN 

La Fiebre Hemorrágica de Crimea-Congo (FHCC) es una enfermedad vírica 
causada por el virus de Crimea-Congo (género Orthonairovirus, Familia Nairoviridae), 
transmitido principalmente por picaduras de garrapatas infectadas del género 
Hyalomma. En personas, el curso clínico de la FHCC varía desde casos asintomáticos 
hasta casos hemorrágicos graves, con tasas de mortalidad elevadas. Es una de las 
enfermedades víricas transmitidas por garrapatas con mayor extensión mundial y se 
considera una enfermedad emergente en Europa occidental. En España, 
recientemente, se han notificado 12 casos, 4 de ellos con desenlace fatal. 

Durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral, se notificaron hasta 7 casos de 
FHCC en la Comunidad de Castilla y León. Ante la dificultad del diagnóstico 
microbiológico debido al requerimiento de bioseguridad nivel 4 para gestionar las 
muestras, los métodos serológicos han sido los más utilizados. No obstante, presentan 
limitaciones por su baja disponibilidad comercial y por ofrecer resultados falsos 
negativos en la fase aguda de la enfermedad. Por ello, se prefieren los métodos 
moleculares. Éstos suelen ser complejos y sólo disponibles en centros de referencia.  

Ante esta situación, nos propusimos el desarrollo de un RT-LAMP útil para la 
detección precoz del virus de Crimea-Congo y capaz de detectar el mayor número 
posible de genotipos. Para ello, el diseño in silico del RT-LAMP se basó en un sistema 
de oligonucleótidos degenerados. Se comprobó su sensibilidad y especificidad 
utilizando otros virus hemorrágicos y respiratorios. Su eficacia quedó demostrada con 
el análisis de 5 casos de FHCC notificados en Castilla y León durante los años 2020-
2021 y confirmados por RT-PCR en el laboratorio de referencia del Centro Nacional 
de Microbiología del ISCIII. Además, se realizó el seguimiento de un paciente con 
FHCC ingresado en el Hospital Universitario de Salamanca utilizando muestras de 
plasma y orina. El ensayo RT-LAMP resultó más eficaz que la RT-qPCR en el 
seguimiento de la infección. La secuenciación y análisis filogenético de las muestras 
clínicas amplificadas mediante el RT-LAMP, confirmó la capacidad de detección de 
diferentes genotipos del virus. 

Así, de este trabajo podemos concluir que: i) se ha desarrollado un método RT-
LAMP para la detección colorimétrica y a tiempo real de ARN del virus de Crimea-
Congo; ii) el RT-LAMP ha resultado eficaz en la detección del virus en muestras 
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clínicas de plasma y, por primera vez, de orina; iii) el método RT-LAMP ha permitido 
la detección de diferentes genotipos del virus circulantes en España. 

No obstante, sería necesario comprobar la eficacia del RT-LAMP desarrollado 
en un mayor número de muestras clínicas, así como llevar a cabo estudios en 
reservorios animales y vectores. 
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Abstract: Crimean–Congo haemorrhagic fever (CCHF) is a potentially lethal tick-borne viral disease
with a wide distribution. In Spain, 12 human cases of CCHF have been confirmed, with four deaths.
The diagnosis of CCHF is hampered by the nonspecific symptoms, the high genetic diversity of
CCHFV, and the biosafety requirements to manage the virus. RT-qPCR and serological tests are
used for diagnosis with limitations. Reverse-transcription loop-mediated isothermal amplification
(RT-LAMP) could be an effective alternative in the diagnosis of the disease. However, none of
the few RT-LAMP assays developed to date has detected different CCHFV genotypes. Here, we
designed a RT-LAMP using a degenerate primer set to compensate for the variability of the CCHFV
target sequence. RT-LAMP was performed in colorimetric and real-time tests on RT-qPCR-confirmed
CCHF patient samples notified in Spain in 2020 and 2021. Urine from an inpatient was analysed
by RT-LAMP for the first time and compared with RT-qPCR. The amplicons obtained by RT-qPCR
were sequenced and African III and European V genotypes were identified. RT-LAMP amplified
both genotypes and was more sensitive than RT-qPCR in urine samples. We have developed a novel,
rapid, specific, and sensitive RT-LAMP test that allows the detection of different CCHFV genotypes
in clinical samples. This pan-CCHFV RT-LAMP detected viral RNA for the first time in urine samples.
It can be easily performed as a single-tube isothermal colorimetric method on a portable platform in
real time and without the need for expensive equipment, thus bringing molecular diagnostics closer
to rural or resource-poor areas, where CCHF usually occurs.

Keywords: Crimean–Congo haemorrhagic fever virus; CCHFV; RT-LAMP; genotypes; Spain

1. Introduction

Crimean–Congo haemorrhagic fever (CCHF) is a tick-borne viral haemorrhagic disease
caused by Crimean–Congo haemorrhagic fever virus (CCHFV) belonging to the genus
Orthonairovirus, family Nairoviridae [1]. The virus is widely distributed and maintained
in a natural zoonotic cycle among ticks and a wide range of birds, and wild and domestic
animals. Humans become infected by bites of CCHFV-infected Ixodid ticks, mainly species
of the genus Hyalomma, and/or by direct contact with blood, body fluids, or tissues of both
viraemic patients or animals [2,3]. Nosocomial outbreaks, including via aerosol generation,
have also been reported [4,5]. In humans, the clinical course of the CCHF varies from
asymptomatic to severe haemorrhagic and fatal cases, with a very high mortality rate
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ranging between 5% and 30%, and up to 40% or even more, depending on reports of cases
from different countries [1,6,7].

CCHFV is an enveloped, negative-sense, single-stranded RNA virus with a triseg-
mented genome consisting of small (S), medium (M) and large (L) segments encapsidated
by the nucleoprotein (NP), plus the RNA-dependent RNA polymerase (RdRp), to initiate
transcription and genome replication in the host cell. In these three segments, sequence
divergence among different viral strains was found to be 20%, 31% and 22%, respectively:
this represents the highest degree of sequence diversity of any arthropod-borne virus [2,8].
According to phylogenetic analysis of complete and partial S segment sequences, seven
lineages of CCHFV have been distinguished and correlated with the geographical site of
virus isolation: Africa 1 (genotype I), Africa 2 (genotype II) and Africa 3 (genotype III);
Asia 1 (genotype IVa) and Asia 2 (genotype IVb); Europe 1 (genotype V) and Europe 2
(genotype VI) [9].

CCHFV is the most geographically widespread tick-borne virus affecting humans,
having been reported in Africa, Asia (particularly the Middle East), and southeast Europe.
In recent years, this area has expanded to southwest Europe, including France, Portugal
and Spain [2,10]. In Spain, CCHFV was first detected in 2010 in Hyalomma lusitanicum
ticks collected from red deer in Cáceres province: a small amplified region of the genome
within the S segment showed 98% similarity with sequences recorded for CCHFV in
Mauritania and Senegal, on the western coast of Africa [11]. Later studies in the same
geographical area detected the CCHFV again in Hyalomma spp. ticks collected from ru-
minants [12,13] and the phylogenetic studies of the isolates revealed a close relationship
with African genotype III identified in West Africa. Recently, a survey carried out in
20 locations throughout southwestern Spain detected CCHFV in both H. lusitanicum and
Dermacentor marginatus ticks collected from red deer and wild boar. Viral RNA isolates
grouped with genotypes IV (Africa III clade) and V (Europe I clade) [14]. More recently, a
comprehensive survey in five regions in central and southwestern Spain in ticks—mostly
in Hyalomma lusitanicum—detected the circulation of several CCHFV genotypes, including
viruses belonging to genotype III (Africa III clade), genotype I (Africa I clade) and the
newly proposed Africa IV clade [15].

The aforementioned studies carried out in Spain draw attention to the importance of
Hyalomma ticks and wild ruminants in the circulation of CCHFV, the presence of different
viral genotypes, the possibility of new reassortments, as well as the potential risk of
transmission to the human population. Considering that CCHFV causes a potentially lethal
disease in humans, and the recent marked increase in the incidence and geographical range
of CCHF in southern European countries [1], particularly in new areas such as Spain [10],
CCHF is considered a major infectious disease threat spreading in Europe. Thus, CCHFV
was listed as a priority pathogen for research and development by the WHO [16].

In Spain, from 2013 to 2022, 12 human cases of CCHF were confirmed, with four
deaths. The first case was retrospectively confirmed by PCR in a woman who developed
symptoms in 2013 [17]. In 2016, the first two autochthonous CCHF cases were reported:
a patient referring with tick bite (who died on the ninth day of illness) and a secondary
case in a health-care worker who had close contact with the former during hospital
admission [10]. By 2021, 10 more cases with three deaths were notified [15] and two ad-
ditional cases (one lethal) were recently documented in 2022 [18]. In human cases where
complete sequence information on CCHFV is available, it has been detected that African
genotype III is distributed in Africa [8], a virus with genetic reassortment because of L
and M segments group within African genotype III, and the S segment has shown homol-
ogy with African genotype IV [19] and European genotype V [20]. Thus, data on viral
strains identified from human cases and tick species in Spain show high genetic variability,
suggesting repeated introductions from different origins, including Africa and Eastern
Europe [20].

The diagnosis of CCHF is hampered by the nonspecific symptoms, the high genetic
diversity of CCHFV, and the biosafety requirements to manage a virus of high biological
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risk. A number of laboratory assays exist, and the choice of one of them depends on the
stage of the disease, the specimens available, and the validity of the test for the CCHFV
strains circulating in the suspected region of exposure [21,22]. Serological methods are
most likely to be useful after the first week of illness and they are less impacted by minor
genomic variations. However, false-negative results in serological tests are likely during
the early acute phase of the disease, so molecular methods are preferred [23].

Actually, a number of nested reverse-transcription polymerase chain reaction (nested
RT-PCR) and real-time quantitative reverse-transcription polymerase chain reaction
(RT-qPCR) for CCHFV RNA detection have been described [10,24–32]. However, RT-qPCR
platforms and associated PCR commercial kits are still expensive and technically complex,
thus limiting their use for point-of-care diagnosis. To overcome such drawbacks, isothermal
nucleic acid amplification assays have been widely developed and improved for use, such
as point-of-care testing [33,34], specially loop-mediated isothermal amplification (LAMP)
assay [35]. In combination with a reverse transcriptase, LAMP can also be used for RNA
amplification (RT-LAMP) [36]. RT-LAMP has several advantages making it attractive for
diagnosis of infectious diseases, such as rapidity, high specificity and sensitivity. The
effectiveness of this method has already been demonstrated for the detection of a variety
of pathogenic RNA viruses, for example, swine flu H1N1 [37], chikungunya virus [38,39],
West Nile virus [40,41], and Japanese encephalitis virus [42], as well as those causing haem-
orrhagic fevers such as dengue virus [43–45], Ebola virus [46,47], Rift Valley virus [48–50],
and yellow fever virus [51]. Regarding CCHFV detection, some RT-LAMP assays have also
been developed [52–54]. However, none of these RT-LAMP assays has been able to detect
different CCHFV genotypes.

In the present study, we developed a novel RT-LAMP assay for colorimetric and
real-time potential detection of different CCHFV genotypes. We evaluated RT-LAMP in
clinical samples from patients with CCHF notified in Spain in 2020 and 2021. Additionally,
for the first time, RT-LAMP was tested and compared with RT-qPCR in the detection of
CCHFV RNA in plasma and urine samples.

2. Results
2.1. RT-PCR F3-B3 Verification of Target and Sensitivity

The expected RT-PCR 212 bp product from CCHFV RNA was successfully obtained
using outer primers F3 and B3. Regarding the sensitivity, the minimum amount of CCHFV
RNA detectable by one-step RT-PCR F3-B3 was 50 pg/µL (Figure 1A). Subsequent sequenc-
ing results of the 212 bp amplicon showed partial 98.08% identity with Daral 2012 strain
(GenBank KF793333) of African origin (Mali) belonging to African genotype III (Figure 1B).

2.2. Establishing the RT-LAMP Assay: Sensitivity and Specificity

Colorimetric RT-LAMP. Visual detection of RT-LAMP assays is shown in Figure 2A.
The complete set of six primers designed for RT-LAMP worked well using the reaction
conditions tested, and the successful amplification of CCHFV RNA could be clearly vi-
sualised by the naked eye by inspecting the colour change: positive results turned green,
whereas non-template control remained orange as negative. The sensitivity of colorimetric
RT-LAMP was 50 fg/µL, 103 times more sensitive than the RT-PCR using outer primers
F3-B3 (Figure 2(A1)). Regarding the specificity, only CCHFV RNA was amplified (green
tubes) and RNA samples from other viruses tested were never amplified (orange tubes),
demonstrating no cross-amplification (Figure 2(A2)).
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CCHFV RNA amplification. (A) Verification and detection limit of RT-PCR F3-B3. Lane MWM, 
molecular weight marker (100 bp Plus Blue DNA Ladder); lane C+, RNA isolate from patient P5 
used as positive control; lanes 10−1–10−6, 10-fold serial dilutions of C+; lane NTC, non-template 
control (RNase-free water instead of RNA). (B) Comparison of 212 bp amplicon obtained (P5; C+) 
with partial sequence of Daral 2012 strain (GenBank KF793333). Grey arrows indicate different 
nucleotides in the sequence. 
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weight marker (100 bp Plus Blue DNA Ladder); lane C+, RNA isolate from patient P5 used as positive
control; lanes 10−1–10−6, 10-fold serial dilutions of C+; lane NTC, non-template control (RNase-free
water instead of RNA). (B) Comparison of 212 bp amplicon obtained (P5; C+) with partial sequence
of Daral 2012 strain (GenBank KF793333). Grey arrows indicate different nucleotides in the sequence.
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sample used as C+, the analytical sensitivity was 50 fg/µL, identical to that obtained in 
colorimetric RT-LAMP assay. As can be observed, the higher the RNA dilution, the longer 
the amplification time (Figure 2B1). Furthermore, no RNA isolates from other viruses 
were amplified, thus indicating the high specificity of the established RT-LAMP assay 
(Figure 2B2). 

2.3. Clinical Sample Testing by CCHFV-RT-LAMP 
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in all samples tested; negative control (NTC) did not amplify. The RNA isolate used as 
positive control (P5; C+) was amplified with identical Tp value as in the set-up test (24 
min) and with the same relative fluorescence units (RFU) values (approx. 75,000 RFU) in 
fluorescence intensity measurements. Real-time RT-LAMP detected CCHFV RNA in pa-

Figure 2. Establishing the RT-LAMP assay: sensitivity and specificity assessments for CCHFV RNA
detection. (A1) Colorimetric RT-LAMP verification and sensitivity assessment. Lane C+, RNA-
positive control (5 ng/µL); Lanes 10−1 to 10−6: 10-fold dilutions of CCHFV RNA sample used as
positive control (C+); lane NTC, non-template control (ultra-pure water as template). (A2) Specificity
assessment of colorimetric RT-LAMP. Lane C+, RNA-positive control; lanes ZEBV, SEBV, LSSV, RSVA,
RSVB, NL63, OC43 and AH1: RNA from haemorrhagic viruses (Zaire Ebola virus, Sudan Ebola
virus, Lassa virus) and other respiratory viruses (respiratory syncytial virus A, respiratory syncytial
virus B, coronavirus NL63, coronavirus OC43 and influenza A H1, respectively. Lane NTC, non-
template control (ultra-pure water as template). (B1). Real-time RT-LAMP verification and sensitivity
assessment. Lane C+, RNA-positive control (5 ng/µL); Lanes 10−1 to 10−6: 10-fold dilutions of
CCHFV RNA sample used as positive control (C+); lane NTC, non-template control (ultra-pure water
as template). (B2) Specificity assessment of real-time RT-LAMP. Lane C+, RNA-positive control; lanes
ZEBV, SEBV, LSSV, RSVA, RSVB, NL63, OC43 and AH1: RNA from haemorrhagic viruses (Zaire Ebola
virus, Sudan Ebola virus, Lassa virus) and other respiratory viruses (respiratory syncytial virus A,
respiratory syncytial virus B, coronavirus NL63, coronavirus OC43 and influenza A H1, respectively).
Lane NTC, non-template control (ultra-pure water as template). RFU, relative fluorescence units.
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Real-time RT-LAMP. Detection of CCHFV RNA by real-time RT-LAMP is shown in
Figure 2B. We also obtained amplification of CCHFV RNA, as for colorimetric RT-LAMP,
with a time to positivity (Tp) at 24 min. When testing 10-fold serial dilutions of the RNA
sample used as C+, the analytical sensitivity was 50 fg/µL, identical to that obtained in
colorimetric RT-LAMP assay. As can be observed, the higher the RNA dilution, the longer
the amplification time (Figure 2(B1)). Furthermore, no RNA isolates from other viruses
were amplified, thus indicating the high specificity of the established RT-LAMP assay
(Figure 2(B2)).

2.3. Clinical Sample Testing by CCHFV-RT-LAMP

Figure 3 shows the detection of CCHFV RNA in clinical samples by colorimetric
(Figure 3A) and real-time CCHFV-RT-LAMP (Figure 3B). A positive result was obtained in
all samples tested; negative control (NTC) did not amplify. The RNA isolate used as positive
control (P5; C+) was amplified with identical Tp value as in the set-up test (24 min) and
with the same relative fluorescence units (RFU) values (approx. 75,000 RFU) in fluorescence
intensity measurements. Real-time RT-LAMP detected CCHFV RNA in patients’ samples
with the following Tp and RFU values, respectively: P1 (29 min; 90,000 RFU); P2 (38 min;
80,000 RFU); P3 (18 min; 50,000 RFU); P4 (41 min; 50,000 FRU).
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Figure 3. Clinical sample testing by CCHFV-RT-LAMP. (A) Colorimetric RT-LAMP results by SYBR
green end-point addition. (B) Real-time RT-LAMP results showing EvaGreen 20× fluorescence signal
over time. C+, RNA isolate from an infected patient used as positive control (P5); P1–P4, RNA isolates
from patients with CCHF; NTC, non-template control. RFU, relative fluorescence units.

In addition, plasma and urine samples from patient P4 were analysed by both RT-qPCR
and colorimetric RT-LAMP over several days (days 1, 3, 6, 8 and 13) during the patient’s
admission at Hospital Universitario de Salamanca (HUS), Salamanca, Spain (Figure 4).
In plasma samples, RT-qPCR positive results were obtained at days 1 and 3, whereas
colorimetric RT-LAMP was able to detect CCHFV RNA at days 1, 3, 6 and 8 (Figure 4A).
In urine samples, only an RT-qPCR result was obtained at day 3, whereas colorimetric
RT-LAMP detected CCHFV RNA at days 8 and 13 of convalescence (Figure 4B).
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Figure 4. Schematic representation of the comparison of the results obtained by RT-qPCR and
colorimetric RT-LAMP in plasma and urine samples from patient P4 over days 1, 3, 6, 8 and 13,
during the patient’s admission at hospital. (A) Results obtained by RT-qPCR vs. RT-LAMP in
plasma samples. (B) Results obtained by RT-qPCR vs. RT-LAMP in urine samples. For RT-qPCR,
the + symbol in a purple circle indicates a positive result; the − symbol in a blue circle indicates
a negative result. For colorimetric RT-LAMP, the results were visually detected by colour change:
green/positive; orange/negative.

2.4. DNA Sequencing and Phylogenetic Analysis

The CCHFV S-segment sequences obtained from patients P1 (219 bp), P2 (220 bp) and
P3 (202 bp) showed 98%, 99% and 99% identity, respectively, with sequence HQ378179 (Su-
dan AB1-2009 strain) from Sudan. The three sequences fall in reported African III genotype.
The CCHFV S-segment obtained from patient P4 (204 bp) showed 98% identity with se-
quence DK133507 (Kosovo Hoti strain) from Kosovo. The phylogenetic analysis grouped
this sequence in the European V genotype. As mentioned above, S-segment sequence of
212 bp from patient P5 showed partial 98.08% identity with Daral 2012 strain (GenBank
KF793333) of African origin (Mali) belonging to African genotype III. All the sequences
obtained in this study were deposited in GenBank under the following accession numbers:
P1, OP776634; P2, OP776632; P3, OP776631; P4, OP776633; P5, OP889253. The phylogenetic
analysis of CCHFV S-segment sequences is shown in Figure 5.
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Figure 5. Phylogenetic tree showing the positions of the 51 S-segment sequences used for the CCHFV-
RT-LAMP design and the newly identified CCHFV RNA sequences from patients’ samples included
in this study. Phylogenetic tree constructed using the neighbour-joining method based on partial
(200 nt) sequences of the virus small segment. Numbers in branches indicate bootstrap values for the
groups; values < 75 are not shown. An interrupted branch (//) indicates its length has been reduced
to half. Dots (orange for P1, P2, P3 and P5; blue for P4) and bold letters indicate patients analysed
in this study and named by GenBank accession number, locality sampling site, geographic origin,
and sampling year; other sequences are indicated by GenBank accession number, strain, geographic
origin, and sampling year. Genotypes are indicated by roman numerals and clade nomenclature
indicated in brackets, using nomenclature published by Carrol et al. [9] and Chamberlain et al. [55]:
I, West Africa (Africa 1); III, South and West Africa (Africa 3); IV, Middle East/Asia, divided in two
groups corresponding to groups Asia1 y Asia 2; V, Europe/Turkey (Europe 1); VI, Greece (Europe 2).
Italics indicate new lineage, Africa 4 described by Negredo et al. [19]. Scale bar indicates nucleotide
substitution per site.

3. Discussion

At present, CCHFV has been detected circulating in tick species and animals in west-
ern, southern, and central areas of Spain, showing an increasing spread of the virus to
south-western Europe and, consequently, an increase in the risk of cases of CCHF. In recent
years, 12 autochthonous cases have been reported in Spain, including four fatal cases. The
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absence of effective treatments and vaccines against CCHF, together with the wide spread
of the virus, the mode of transmission and the severity of the disease, make CCHF a major
threat to global health [56]. Because of this, a rapid and sensitive diagnosis of the disease
is essential. Nucleic acid amplification tests (mainly RT-qPCR) combined with serologi-
cal methods are the most applied for diagnosis of CCHF in reference laboratories [57,58].
However, due to the high genetic diversity of CCHFV, more studies are needed to evaluate
the sensitivity of serological methods and the capability of RT-qPCR protocols to detect all
known virus lineages [32]. Despite there being several commercial tests for PCR and serol-
ogy available, most international labs use in-house assays, probably due to an investment
in tests developed from regional CCHV strains and because commercial tests are expensive
or not available to international customers [58]. Moreover, RT-qPCR methods have the dis-
advantages of requiring very expensive reagents and equipment and technically qualified
personnel to operate them. Therefore, the use of a rapid, sensitive and easy-to-perform
isothermal molecular test such as RT-LAMP would be very useful in low-resource settings
or field diagnostics in rural and remote regions affected by CCHFV.

Considering the high genetic variability and reassortment due to the trisegmented
genome (S, M, L) of CCHFV, primer design for molecular detection of CCHFV becomes a
challenge. RT-PCR assays tend to be lineage-specific for regional circulating strains, so there
is an urgent need for pan-lineage sensitive diagnostics [56]. Hence, in our study, with the
aim of improving molecular diagnostics of CCHF, a novel RT-LAMP assay was developed
to detect RNA from all potential lineages of CCHFV. Furthermore, its performance was
evaluated in clinical samples from patients with CCHF and compared with that of RT-qPCR
in plasma and urine samples.

To design the set of primers for our RT-LAMP, a total of 51 available sequences of
the S segment of the CCHFV genome from diverse virus strains or isolates with different
geographical origin were retrieved from databases. We used this target because it is the most
conserved region of the CCHFV genome across geographical isolates [58]. A consecutive
multiple ‘intra and inter-geographical’ alignment of the selected sequences generated
a 1672 bp global consensus sequence that showed 92.8% identity with the sequence of
the S segment of CCHFV strain C-68031 (GenBank DQ211642), with origin in China [59].
This global consensus sequence was selected in silico to design a set of primers, and
a refinement strategy with ‘wobble’ bases was applied to compensate for target global
consensus sequence variability in order to detect the highest number of CCHFV variants.
For previous RT-LAMP primer designs to target the S segment, other authors used only
S-segment sequences specific for regional circulating strains from Sudan [52] or Russia [53],
thus theoretically reducing the possibility of detecting other likely circulating genotypes.

Initially, we tried to establish the proper operation, sensitivity, and specificity of both
RT-PCR (using the outer primers F3-B3) and colorimetric RT-LAMP assay (using the set of
four primers) in targeting CCHFV RNA of a patient isolate used as amplification control
(P5; C+). RT-PCR F3-B3 yielded the expected 212 bp in length fragment, thus confirming
the correct target, and both molecular assays were specific for CCHFV because no cross-
reactivity was observed when RNA from other viruses, including haemorrhagic viruses
such as Zaire Ebola virus, Sudan Ebola virus and Lassa virus were used as template.

Regarding sensitivity, the limit of detection using colorimetric RT-LAMP (50 fg/µL)
resulted up to 103 times lower than that obtained by RT-PCR F3-B3 (50 pg/µL). The higher
sensitivity usually obtained by LAMP assays compared to PCR reactions is well known [60].
Furthermore, these results are in line with those of Osman et al. [52] in the development
of RT-LAMP for the detection of CCHFV, in which the sensitivity obtained by RT-PCR
using the outer primers was 100 times lower than that obtained by RT-LAMP using the
set of four primers. It should be noted that the sensitivity of our RT-LAMP was lower
than that obtained by Osman et al. [52] for Sudanese strains of CCHFV. This may be
due to the fact that our RT-LAMP design was based on degenerate primers, which could
potentially decrease the sensitivity of the assay by forming mismatches with templates.
The major challenge for virus detection by LAMP is the high genetic diversity of some
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viral genomes, which exist in the forms of genotypes, subtypes, strains, and/or quasi-
species [61–63]. Although a strategy of combining multiple degenerate primers together
has been developed for broad-spectrum detection of various genotypes of genetically
diverse viruses (e.g., DENV, HIV-1, influenza A enteroviruses), the low detection efficiency
of LAMP for several viral variants remains unresolved [64]. As it is virtually impossible
to detect all variants in one LAMP assay, underestimation of viral load may occur using
the RT-LAMP method, especially for highly variable RNA viruses [64,65]. Increasing
degeneracy raises the possibility of decreasing efficiency, but increases the likelihood of
finding unknown divergent variants of a sequence family. This dual behaviour must be
taken into account, and the design of degenerate primers must be a compromise between
specificity and coverage (sensitivity). With this in mind, our RT-LAMP to detect CCHFV
achieved very satisfactory sensitivity (50 fg/µL) while potentially allowing the detection
of a larger number of viral variants. It is important to note here that the sensitivity of the
assay could possibly have been increased if a temperature gradient had been tested in our
RT-LAMP. Future trials will be directed towards such tests.

The sensitivity and specificity of colorimetric RT-LAMP were corroborated in real-time
testing by performing the assay on a portable device with fluorescence readout. Subse-
quently, the efficacy of both assays was evaluated using RNA isolates from CCHF patients
confirmed by RT-qPCR. All samples were successfully amplified showing different time
to positivity (Tp) and relative fluorescence unit (RFU) values. Unfortunately, as we did
not know the cycle threshold (Ct) values of RT-qPCR and did not have a standard RNA
quantification to use in the RT-LAMP assay, it was not possible to perform a comparison of
speed and sensitivity between RT-qPCR and RT-LAMP in the analysis of patient samples.
Most authors use as threshold in LAMP assays the Tp value to indicate the occurrence of a
positive or negative result by similarity, although not exactly, to the Ct of a qPCR. It has
been reported that RT-qPCR amplification Ct values and RT-LAMP amplification Tp values
are equivalent for a given amplified viral RNA concentration [66]. In RT-qPCR studies, a
correlation between CCHFV RNA load and disease progression has been reported, with
a worse clinical outcome in patients with a high viral load and viral clearance being con-
sidered the most important indicator of survival in cases of CCHF [57,67,68]. Interestingly,
in our study, the only patient with a fatal outcome (patient P3) showed the shortest time
to positivity (Tp = 18 min) in real-time RT-LAMP, so it was probably the sample with the
highest viral load. In our previous experience working on RT-LAMP amplification of RNA
viruses, such as SARS-CoV-2, the Tp values in positive samples were even lower than the
Ct values obtained in RT-qPCR, clearly indicating the high efficiency of the RT-LAMP assay
in viral RNA amplification [69]. Notwithstanding the above, we are aware of the limitation
in this study of not having real-time PCR Ct values available, so it was not possible to
calculate the corresponding standard lines for the calculation of RNA in copies per reaction.

Regarding genetic variability, sequencing of amplicons obtained by RT-qPCR from
patients P1, P2, P3, and P4 enabled us to identify different genotypes on the basis of
their S-segment sequences. On one hand, S-segment sequences from patients P1, P2 and
P3 were found to belong to the African III genotype. In Spain, it is supposed that the
African III genotype was introduced by migratory birds from West Africa [70] and it has
been demonstrated as the most common genotype circulating in ticks [11–14]. Of interest,
genotype III was also demonstrated in the first autochthonous CCHF case reported in
Spain [10]. On the other hand, the phylogenetic analysis grouped the CCHFV S-segment
sequence obtained from patient P4 with viruses of the European V genotype, a recently
described genotype in ticks in Spain [14] and more recently in a retrospective case of a
Spanish patient with CCHF, suggesting that CCHFV is an identifiable cause of febrile
illness of unknown origin and a possible establishment of a transmission cycle of CCHFV
genotype V in this country [20]. The S-segment sequence of 212 bp obtained from patient
P5 (C+) by conventional RT-PCR using outer primers F3-B3 was also found to belong to
African genotype III. Therefore, according to the sequencing results, our RT-LAMP allowed
for the amplification of two different CCHFV genotypes in patients’ samples: the African
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III genotype and the European V genotype. This is evidence that RT-LAMP based on
degenerated primers is well designed to detect different CCHFV genotypes circulating
in Spain.

With regard to specimens for molecular detection of CCHFV, the available data are
limited to a small number of patients and detailed comparisons of sensitivity between
molecular methods for diagnosis in different sample types are not possible, in particular
of urine versus blood samples (serum, plasma or whole blood). In our study, we had
the opportunity to compare RT-qPCR and colorimetric RT-LAMP analysis of plasma and
urine samples from patient P4 collected at days 1 to 13 during admission at the University
Hospital of Salamanca. In plasma samples, RT-qPCR was positive on the first and third
days, whereas RT-LAMP remained positive up to day 8. It has been reported that CCHFV
RNA can be detected by RT-qPCR up to the 18th day of illness in serum samples, with most
successful results during the first 5 days after onset of symptoms [32]. In some cases, it has
even been detected up to 36 days of infection [71]. However, to date, no results have been
reported for the molecular detection of CCHFV RNA in plasma samples during the course
of infection. According to our results, RT-LAMP should be more sensitive than RT-qPCR
in detecting viral RNA in plasma samples from CCHFV patients. In urine samples, only
an RT-qPCR result was obtained at day after patient admission; however, our RT-LAMP
detected CCHFV RNA at day 8 and day 13 of convalescence. Previous studies have also
reported the persistence of viral RNA in urine samples despite serum clearance [71,72] and
that viral loads in urine samples are similar to those encountered in blood [73]. To our
knowledge, our work is the first report of detection of CCHFV RNA by RT-LAMP in urine
of a patient. As highlighted in other studies, the presence of CCHFV RNA in urine is an
important observation for viral pathogenesis and transmission and may have implications
for public health. In addition to standard precautions, additional contact precautions
for CCHF inpatients may be considered, even when haemorrhage is not present [71,72].
Nonetheless, further studies are needed to determine the diagnostic applicability of urine,
the frequency of urinary excretion and its duration during convalescence. The limited
number of cases of CCHFV in Spain and the difficulty in obtaining more clinical samples
for the study should be highlighted. In addition, it should be noted that better access to
clinical samples of CCHFV patients for diagnostic validation would help to accelerate the
development of new tests.

4. Materials and Methods
4.1. Ethics Statement

The study protocol was approved by the Clinical Research Ethics Committee of In-
vestigation with Drugs of Hospital Universitario de Salamanca (HUS), Salamanca, Spain
(CEIMC PI 9109/2017). All procedures described were carried out in accordance with the
ethical standards described in the Revised Declaration of Helsinki of 2013. All data from
patients were anonymised.

4.2. CCHFV RNA-Positive Control and Patients’ RNA Samples

In this study, five RNA samples obtained from five patients diagnosed with CCHF
in Spain were used. Four cases (patients P1, P2, P3, and P4) were diagnosed at Hospital
Universitario de Salamanca (HUS), Salamanca, Spain in 2020 to 2021. Another case (P5)
was diagnosed at Hospital del Bierzo (Ponferrada, León, Spain) in June 2021. At the
time, the diagnosis of the five CCHF cases was confirmed by PCR methods designed
to amplify two different targets of the CCHF viral genome at the Arbovirus Laboratory,
National Microbiology Center, Institute of Health Carlos III, Madrid, Spain, as described by
Negredo et al. [10]. The main data of patients included in the study are shown in Table 1.
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Table 1. Main data of Crimean–Congo haemorrhagic fever patients included in this study. P1–P5,
patient samples; C+, positive control.

P1 P2 P3 P4 P5 (C+)

Sex Male Male Male Male Female

Age (years) 70 54 69 59 30

Date June
2020

July
2020

August
2020

April
2021

June
2021

Tick bite Yes Yes Yes Yes Yes

Habitat Rural Rural Rural Rural Rural

Fever Yes Yes Yes Yes Yes

Any bleeding symptomatology Yes No Yes No Yes

Exitus letalis No No Yes No No

The availability of clinical samples of patients diagnosed of CCHF is very limited.
Thus, the first RNA isolate we had access to was from P5, so it was this sample that we
used to assess the operation of the RT-LAMP method for amplification of CCHFV RNA
(hereafter, positive control; C+). RNA was measured by using a NanoDrop ND-1000
spectrophotometer (NanoDrop Technologies, Wilmington, NC, USA) and then diluted with
RNase-free water to a final concentration of 5 ng/µL. Serial 10-fold dilutions of the C+ in
RNase-free water (ranging from 1× to 10−6) were prepared and stored at −80 ◦C until
use. The RNA sample thus prepared was used as C+ in all amplification reactions and for
assessing sensitivity of molecular assays.

Later, we were also provided with RNA samples from patients P1–P4 and they were
then included in the study. Additionally, from P4 we were provided with RNA from both
plasma and urine samples collected on days 1, 3, 6, 8 and 13 during their admission to the
HUS. In this case, plasma and urine samples were handled and inactivated in biosafety
level 3 (BSL-3) laboratory (I + D + I Building Facilities, University of Salamanca) so that
they could then be handled at lab under BSL-1 conditions. Subsequent RNA extraction was
carried out using the NZY Viral RNA Isolation Kit (NZYTECH, Lisbon, Portugal) following
manufacturer instructions. All RNA samples were kept at −80 ◦C until further analysis.

4.3. Design of Reverse-Transcription Loop-Mediated Isothermal Amplification Assay (RT-LAMP)
for CCHFV
Sequence Selection and Primer Design for CCHFV-RT-LAMP

Sequence selection. Segment S of CCHFV was preferred as the amplification target for
the primer design because it is the one on which most phylogenetic analysis studies have
focused. A total of 51 sequences corresponding to a linear single-strand RNA complete or
partial sequence in the CCHFV segment S were selected and retrieved from GenBank to be
used for the design of primers. The 51 sequences were divided into three groups according
to the geographic origin of the isolates, as follows: Africa (n = 11), Asia (n = 24) and
Europe (n = 16) (see Table 2). Subsequently, a multiple alignment using ClustalW [74] into
each group resulted in a consensus sequence, thus obtaining three different ‘geographical’
consensus sequences referred to as ‘African consensus’ (AFC), ‘Asian consensus’ (ASC) and
‘European consensus’ (EUC). Next, the AFC, ASC and EUC sequences were aligned with
each other using ClustalW and a 1672 base pair (bp) global consensus (GC) sequence was
generated. A scheme of the process of obtaining the GC sequence is shown in Figure 6A.
Finally, a BLASTN search and alignment analysis [75] on the NCBI database resulted in a
final GC sequence with 92.8% similarity to the sequence reported for the S segment for the
CCHFV strain C-68031 (GenBank DQ211642). In addition, no regions of similarity between
this GC sequence and other sequences reported for humans or possible human pathogens
were detected.
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Figure 6. Schematic representation of the process for the design of reverse-transcription loop-
mediated isothermal amplification assay (RT-LAMP) for CCHFV. (A) Outline for global consen-
sus (GC) sequence selection based on several linear single-strand RNA S-segments from CCHFV.
(B) Outline of location of set of primers in the partial GC sequence used as target. (C). Sequences of
the RT-LAMP primers finally selected. F3, forward primer; B3, backward primer: F1c + F2 sequences:
FIP, forward inner primer; B1c + B2 sequences: BIP, backward inner primer; LF, loop forward primer;
LB, loop backward primer. Bold letter codes (R, Y or W) are used to represent the combination of two
different nucleotide phosphoramidites blended at equimolar ratios prior to coupling at that position
in the sequence.



Int. J. Mol. Sci. 2023, 24, 6411 13 of 21

Primer design. RT-LAMP primers to amplify RNA of CCHFV were designed based
on the 1672 bp GC sequence using the PrimerExplorer V5 software program (https://
primerexplorer.jp/e/, accessed on 20 January 2022). A number of potential LAMP primer
sets were generated and further refinement in design was manually developed following
the instructions described in “A guide to LAMP primer designing” [76]. The locations and
target sequence are shown in Figure 6B. When comparing multiple sequences in generating
the GC sequence, we found that the alignment sometimes revealed insufficient consensus
to accommodate a single oligonucleotide for use as a primer. Occasionally, only one or
two nucleotides did not match. To design primers for these regions, we opted to introduce
a degenerate site, or ‘wobble’, to compensate for target sequence variability. The set of
primers finally selected with their corresponding wobble bases is indicated in Figure 6C.

Table 2. Crimean–Congo haemorrhagic fever virus S-segment sequences retrieved from GenBank
used in this study grouped by geographical origin of the strains/isolates to obtain a global con-
sensus sequence for designing a set of primers for reverse-transcription loop-mediated isothermal
assay for the detection of Crimean–Congo haemorrhagic virus RNA. NA, not available. “*” means:
Not identified.

Origin (n) Genbank
Accession Strain/Isolate Location,

Isolation Year
Source
of Isolate Reference

African
sequences

(n = 11)

DQ076415 SPU128/81/7 Uganda (Semunya) Tick * [55]
DQ211639 ArD8194 Senegal, 1969 H. truncatum [59]
DQ211640 ArD15786 Senegal, 1972 Goat [59]
DQ211641 ArD39554 Mauritania, 1984 H. marginatum [59]
DQ211648 SPU415/85 South Africa, 1985 Human [59]
HQ378179 AB1-2009 Sudan (Abyei), 2009 Human [23]
KF793333 Daral 2012 NP Mali (Daral), 2012 Hyalomma [77]
KJ682816 SPU383/87 South Africa, 1987 Human [78]
KJ682821 SPU130/89 Northern Cape, 1989 Human [78]
KX238958 NA Nigeria (Borno), 2012 Human NA
U88410 IbAr10200 Nigeria, 1966 NA NA

Asian
Sequences

(n = 24)

AF358784 79121 China, 1979 NA NA
AF415236 7001 China, 1970 NA NA
AF481799 Uzbek/TI10145 Uzbekistan, 1985 Human [79]
AF527810 Matin Pakistan, 1965 NA NA
AJ010648 66019 China, 1966 NA [80]
AJ538196 Baghdad-12 Iraq, 1979 Human [80]
AY029157 88166 China, 1988 NA NA
AY223475 Hodzha Uzbekistan, 1967 Human [80]
AY297691 TAJ/HU8978 Tajikistan, 1991 Human [81]
DQ211642 C-68031 China, 1968 Sheep [59]
DQ211645 Oman Oman, 1997 Human [59]
DQ446214 Iran-56 Iran, 2017 Human NA
GQ337053 Turkey-Kelkit06 Turkey, 2005 Human [82]
HM452305 Afg09-2990 Afghanistan, 2009 Human [83]
JN086996 TAJUK Asia, 2012 NA [28]
JN572087 NIV118594 India, 2011 H. antolicum [84]
JX908640 SCT Afghanistan, 2012 Human [85]
KJ566219 Iran-Tehran65 Iran, 2011 Human [86]
KY213714 NIV161064 India, 2016 Human [87]
KY362516 Oman 812956 Middle Eastern, 2017 Human NA
MH396675 NIV1733666 India Human NA
MN135942 61T/Pakistan Pakistan, 2017 Tick [88]
U88414 JD 206 Pakistan, 1965 NA NA
MN866214 MCL-19-T-1923 India, 2019 Human [89]

https://primerexplorer.jp/e/
https://primerexplorer.jp/e/
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Table 2. Cont.

Origin (n) Genbank
Accession Strain/Isolate Location,

Isolation Year
Source
of Isolate Reference

European
sequences

(n = 16)

MH337846 Cáceres/B 2011 Spain, 2011 H. lusitanicum [13]
KX056061 Ast133 Russia, 2017 Human NA
KY982869 Kalmykia_Shch_2_2016 Russia, 2016 Human [90]
MK299344 Malko Tarnovo-BG2012-T1362 Bulgaria, 2012 R. bursa [91]
MN689739 Badajoz 2018 Spain, 2018 Human NA
MF547415 Cáceres 2014 Spain, 2014 H. lusitanicum [12]
DQ133507 Kosovo Hoti Kosovo, 2001 Human [26]
KM201260 UK ex Bulgaria, 2014 Human [92]
GU477489 V42/81 Bulgaria, 1981 Human [93]
AY277676 NA Russia Human NA
AY277672 ROS/TI28044 Russia, 2000 H. marginatum NA
DQ211644 Kashmanov Russia, 1967 Human [59]
AF481802 STV/HU29223 Russia, 2000 Human [79]
KY492290 patient1 Spain, 2016 Human [10]
KY492289 patient2 Spain, 2016 Human [10]
MF287636 201643792 Spain, 2016 Human [8]

4.4. RT-PCR Using Outer Primers F3 and B3

The outer RT-LAMP primers F3 and B3 were firstly tested for the detection of CCHFV
RNA by RT-qPCR to verify whether the expected in silico 212 bp GC sequence was am-
plified. For RT-qPCR, the one-step NZY RT-qPCR green kit ROX (Nzytech, Lda., Lisbon,
Portugal) was used following manufacturer instructions. The reactions were carried out in
20 µL reaction mixture containing 10 µL of ROX master mix (2x), 0.8 µL 10 µM forward
primer (F3) and 10 µM reverse primer (B3), 0.8 µL NZYRT mix, 2.6 µL nuclease-free water
and 5 µL purified RNA template (P5; C+). The cycling parameters were as follows: reverse
transcription for 20 min at 50 ◦C, for 15 min at 95 ◦C as polymerase activation, 40 cycles
of 15 s of denaturation at 95 ◦C, for 1 min at 60 ◦C as annealing/extension. The reactions
were performed in a PCRmax Eco48 real-time PCR system (PCRmax, Beacon Road, Stone,
Staffordshire, UK). Subsequently, 3–5 µL of RT-qPCR amplicons was subjected to 1.5%
agarose gel electrophoresis using gel loading buffer with GreenSafe Premium DNA stain
(NZYtech, Lda., Lisbon, Portugal; MB13201) and visualised under UV light. Negative
controls (RNase-free water instead RNA template) were included in all trials.

The sensitivity of the RT-qPCR using the outer primers F3 and B3 was also assayed
to establish the detection limit of CCHFV RNA using those 10-fold serial dilutions of C+
prepared mentioned above.

4.5. Establishing the RT-LAMP Assay for CCHFV Detection
4.5.1. Conventional Colorimetric CCHFV-RT-LAMP

The set of primers designed was first evaluated for colorimetric visualisation in RT-
LAMP reactions mixtures (25 µL) containing: 1.6 µM FIP/BIP primers, 0.2 µM F3/B3
primers, 0.4 µM LF/LB primers, 0.4 µM of dNTPs, 6 mM MgSO4, 1X Isothermal Ampli-
fication Buffer, 1 µL Bst polymerase 2.0 WarmStart (New England Biolabs Ltd., Ipswich,
MA, USA) and 0.5 µL RTx Reverse Transcriptase (New England Biolabs Ltd., Ipswich,
MA, USA), with 3 µL of template RNA (C+, for positive control; RNase-free water instead
RNA for negative control). The RT-LAMP reactions were performed in 0.5-mL micro-
centrifuge tubes by incubation in a heating block at 63 ◦C for 60 min followed at 80 ◦C for
10 min to stop the reaction. The RT-LAMP amplification results were visually inspected
by adding 2 µL of 1:10 diluted 10,000× g concentration fluorescent dye SYBR Green I
(Invitrogen, Waltham, MA, USA), in each reaction tube. Green fluorescence was observed
in the successful RT-LAMP reaction and original orange in the negative reaction. The tubes
were briefly centrifuged and carefully opened before adding the dye to avoid possible
cross-contamination with amplified products.
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4.5.2. Real-Time CCHFV-RT-LAMP

Real-time CCHFV-RT-LAMP was also attempted in a one-step RT-LAMP reaction
using the same set of primers and mixtures as the conventional colorimetric assay, but in this
case, with the addition of 0.40 µL/tube of EvaGreen 20× in water (Biotium, San Francisco,
CA, USA) to the reaction mix before the reaction started to monitor the fluorescence
over time. The RT-LAMP was carried out in 8-tube Genie Strips on a portable Genie III
instrument (OPTIGENE Ltd., Horsham, UK) at 63 ◦C for 70–80 min followed by 10 min
at 80 ◦C to stop the reaction. RT-LAMP assays were also performed with an initial step at
50 ◦C for 15 min to facilitate the reverse transcription followed by 50 min at 63 ◦C, and then
heated at 80 ◦C for 10 min to stop the reaction.

4.5.3. Sensitivity and Specificity of CCHFV-RT-LAMP

Sensitivity and specificity were assessed in both colorimetric and real-time CCHFV-
RT-LAMP. The analytical sensitivity of the set of primers in the detection of CCHFV was
evaluated using the 10-fold serial dilutions of the C+ mentioned above. To determine the
specificity, a BLAST local search and alignment analysis was carried out firstly in silico
in GenBank online database (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov, accessed on 1 March 2022)
against nucleotide sequences for other human-infecting viruses, such as Zaire Ebola virus
(taxid 186538), Sudan Ebola virus (taxid 186540), Lassa mammarenavirus (taxid 11620),
Marburg Marburgvirus (taxid 11269), yellow fever virus (taxid 11089), Rift Valley fever
virus (taxid 11588), West Nile virus (taxid 11082), dengue virus (taxid 12637) and chikun-
gunya virus (taxid 37124). In addition, the set of primers designed were cross-tested for
specificity in both colorimetric and real time CCHFV RT-LAMP assays against a panel
of 8 RNA isolates of several other viruses, including haemorrhagic viruses: Zaire Ebola
virus (ZEBOV), Sudan Ebola virus (SEBOV) and Lassa virus (LSSV) (kindly provided by
the National Center of Microbiology, Institute of Health Carlos III, Majadahonda, Madrid,
Spain), and also respiratory RNA viruses: respiratory syncytial virus A (RSVA), respira-
tory syncytial virus B (RSVB), coronavirus NL63 (NL63), coronavirus OC43 (OC43) and
influenza A H1 (AH1) (kindly provided by the Laboratory of the National Influenza Centre
of Valladolid, University Clinical Hospital of Valladolid, Valladolid, Castilla y León, Spain).

4.5.4. Clinical Samples Testing by CCHFV-RT-LAMP

Based on the analysis with RT-qPCR, the RNA isolates from CCHF patients P1, P2,
P3 and P4, were analysed by colorimetric and real-time CCHFV-RT-LAMP assays. Addi-
tionally, RNA isolates from plasma and urine samples from patient P4 were analysed by
colorimetric CCHFV-RT-LAMP.

4.6. DNA Sequencing

An aliquot of each RNA isolates stored at −80 ◦C obtained from plasma samples
from patients P1–P4 were sent to DNA Sequencing Service (NUCLEUS), University of
Salamanca, Salamanca, Spain, for sequencing. A nested reverse-transcription PCR (nested
RT-PCR) was performed as described elsewhere to amplify the 123–764 region in the
first amplification and the 450–674 region in the second amplification in the S segment
of CCHFV [10]. Subsequently, DNA amplified was purified and the double-stranded
DNA was directly sequenced with the same second primers set used in nested RT-PCR
by the Sanger chain-termination method and the 3500 Series Genetic Analyzer (Applied
Biosystems; ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). Consensus sequences of each
segment were assembled and analysed using BioEdit 7.2 Sequence Alignment Editor
software [94]. The sequences obtained in this study were deposited to GenBank and an
accession number was provided for all submitted sequences.

The 212 bp amplicon obtained from RNA-positive control (P5; C+) in RT-PCR using
the outer primers F3-B3 designed in this study was purified using NZY Gelpure (Nzytech,
Lisbon, Portugal) according to the manufacturer protocol and sent refrigerated for bidirec-
tional Sanger sequencing to DNA Sequencing Service (NUCLEUS), University of Salamanca,

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov
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Salamanca, Spain, to verify target amplification. For sequencing, the same outer F3-B3
primers were used. The sequence obtained was subsequently examined using BioEdit
Sequence Alignment Editor software [94] and a BLASTN was performed to compare the
sequence with those available in GenBank nucleotide database. The sequence obtained was
also deposited to GenBank.

4.7. Phylogenetic Analysis

The phylogenetic analysis was carried out using ClustalW (https://www.genome.
jp/tools-bin/clustalw, accessed on 21 October 2022) to align the sequences of the CCHFV
S segment obtained from patients’ samples in this study and those sequences available
in GenBank for comparison. A Tamura–Nei parameter model was selected to construct
the phylogenetic tree based on the 51 S-fragment sequences of CCHFV selected from the
database. A phylogenetic tree was generated by the neighbour-joining method using
Geneious Tree Builder software 2022 [95] with 1000 replicates bootstrap testing and was
edited using Adobe® Illustrator CS4.

5. Conclusions

In summary, we have developed a novel, rapid, specific and sensitive RT-LAMP test
that allows the detection of different CCHFV genotypes in clinical samples. This pan-
CCHFV RT-LAMP has proven to be effective in detecting viral RNA in plasma and urine
samples. Moreover, it can be simply performed as a single-tube isothermal colorimetric
method without any expensive equipment requirement and in a real-time portable platform,
thus bringing molecular diagnostics closer to rural or resource-poor areas. As more and
more samples are obtained from ticks, animals and humans in endemic regions and the
virus continues to evolve over time, our new pan-CCHFV RT-LAMP could be a promising
molecular tool to detect as many CCHFV variants as possible. However, more research
is needed for validation of the pan-CCHFV RT-LAMP assay using a larger number of
samples and evaluation of more genotypes. The use of environmental samples, such as
the detection of CCHFV in ticks, would be useful to fully validate the RT-LAMP assay.
Further work is needed to develop new, efficient and easily applicable molecular methods
to diagnose CCHF.
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load in the pathogenesis of Crimean-Congo hemorrhagic fever. Clin. Vaccine Immunol. 2010, 17, 1086–1093. [CrossRef]

69. García-Bernalt Diego, J.G.; Fernández-Soto, P.; Domínguez-Gil, M.; Belhassen-García, M.; Bellido, J.L.M.; Muro, A. A Simple,
Affordable, Rapid, Stabilized, Colorimetric, Versatile RT-LAMP Assay to Detect SARS-CoV-2. Diagnostics 2021, 11, 438. [CrossRef]

http://doi.org/10.1186/s12866-015-0595-1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26572227
http://doi.org/10.1371/journal.pone.0138694
http://doi.org/10.1016/j.jviromet.2017.03.011
http://doi.org/10.1371/journal.pntd.0008496
http://doi.org/10.1128/JCM.01188-08
http://doi.org/10.1128/JCM.01412-08
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19109471
http://doi.org/10.3389/fmicb.2020.590732
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/33281787
http://doi.org/10.1016/j.jviromet.2013.05.004
http://doi.org/10.1016/j.jviromet.2013.03.004
http://doi.org/10.18821/0869-2084-2019-64-9-571-577
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31610111
http://doi.org/10.1016/j.actatropica.2022.106435
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/35378061
http://doi.org/10.1099/vir.0.81213-0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16298979
http://doi.org/10.1016/j.cimid.2020.101429
http://doi.org/10.1586/14787210.2015.1021782
http://doi.org/10.1136/bmjgh-2018-001114
http://doi.org/10.1128/JVI.00752-06
http://doi.org/10.1002/rmv.593
http://doi.org/10.1128/JVI.00694-10
http://doi.org/10.1007/s00249-018-1282-6
http://doi.org/10.1371/journal.pgen.1008271
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31622336
http://doi.org/10.3389/fmicb.2019.01056
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31139171
http://doi.org/10.21769/BioProtoc.3415
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/33654914
http://doi.org/10.1371/journal.pone.0105630
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25165973
http://doi.org/10.1002/jmv.24990
http://doi.org/10.1128/CVI.00530-09
http://doi.org/10.3390/diagnostics11030438


Int. J. Mol. Sci. 2023, 24, 6411 20 of 21

70. Palomar, A.M.; Portillo, A.; Santibáñez, P.; Mazuelas, D.; Arizaga, J.; Crespo, A.; Gutiérrez, Ó.; Cuadrado, J.F.; Oteo, J.A.
Crimean-congo hemorrhagic fever virus in ticks from migratory birds, Morocco. Emerg. Infect. Dis. 2013, 19, 260–263. [CrossRef]

71. Thomas, S.; Thomson, G.; Dowall, S.; Bruce, C.; Cook, N.; Easterbrook, L.; O’Donoghue, L.; Summers, S.; Ajazaj, L.;
Hewson, R.; et al. Review of Crimean Congo hemorrhagic fever infection in kosova in 2008 and 2009: Prolonged viremias and
virus detected in urine by PCR. Vector-Borne Zoonotic Dis. 2012, 12, 800–804. [CrossRef]

72. Yagci-Caglayik, D.; Kayaaslan, B.; Yapar, D.; Kocagul-Celikbas, A.; Ozkaya-Parlakay, A.; Emek, M.; Baykam, N.; Tezer, H.;
Korukluoglu, G.; Ozkul, A. Monitoring Crimean-Congo haemorrhagic fever virus RNA shedding in body secretions and
serological status in hospitalised patients, Turkey, 2015. Eurosurveillance 2020, 25, 1900284. [CrossRef]

73. Bodur, H.; Akinci, E.; Öngürü, P.; Carhan, A.; Uyar, Y.; Tanrici, A.; Cataloluk, O.; Kubar, A. Detection of Crimean-Congo
hemorrhagic fever virus genome in saliva and urine. Int. J. Infect. Dis. 2010, 14, 2009–2011. [CrossRef] [PubMed]

74. Thompson, J.D.; Higgins, D.G.; Gibson, T.J. CLUSTAL W: Improving the sensitivity of progressive multiple sequence alignment
through sequence weighting, position-specific gap penalties and weight matrix choice. Nucleic Acids Res. 1994, 22, 4673–4680.
[CrossRef] [PubMed]

75. Altschul, S.F.; Gish, W.; Miller, W.; Myers, E.W.; Lipman, D.J. Basic local alignment search tool. J. Mol. Biol. 1990, 215, 403–410.
[CrossRef] [PubMed]

76. Eiken Chemical Co., Ltd. A Guide to LAMP primer designing (PrimerExplorer V5). PrimerExplorer V5 2019, 1–18. Available
online: https://primerexplorer.jp/e/v5_manual/pdf/PrimerExplorerV5_Manual_1.pdf (accessed on 20 January 2022).

77. Zivcec, M.; Maïga, O.; Kelly, A.; Feldmann, F.; Sogoba, N.; Schwan, T.G.; Feldmann, H.; Safronetz, D. Unique strain of crimean-
congo hemorrhagic fever virus, Mali. Emerg. Infect. Dis. 2014, 20, 911–913. [CrossRef] [PubMed]

78. Goedhals, D.; Bester, P.A.; Paweska, J.T.; Swanepoel, R.; Burt, F.J. Next-generation sequencing of southern African Crimean-Congo
haemorrhagic fever virus isolates reveals a high frequency of M segment reassortment. Epidemiol. Infect. 2014, 142, 1952–1962.
[CrossRef]

79. Petrova, I.D.; Seregin, S.V.; Petrov, V.S.; Vyshemirski, O.I.; Kuzina, I.I.; L’vov, D.K.; Samokhvalov, E.I.; Tyunikov, G.I.; Gutorov,
V.V.; Yashina, L.N.; et al. Genetic characteristics of the S-segment of RNA from two strains of the Crimean-Congo hemorrhagic
fever virus isolated in the south of Russia and in Uzbekistan. Vopr Virusol 2003, 48, 8–11.

80. Hewson, R.; Gmyl, A.; Gmyl, L.; Smirnova, S.E.; Karganova, G.; Jamil, B.; Hasan, R.; Chamberlain, J.; Clegg, C. Evidence of
segment reassortment in Crimean-Congo haemorrhagic fever virus. J. Gen. Virol. 2004, 85, 3059–3070. [CrossRef]

81. Seregin, S.V.; Tumanova, I.Y.; Vyshemirski, O.I.; Petrova, I.D.; Lvov, D.K.; Gromashevski, V.L.; Samokhvalov, E.I.; Tiunnikov, G.I.;
Gutorov, V.V.; Tishkova, F.H.; et al. Study of the genetic variability of Crimean-Congo hemorrhagic fever virus in Central Asia.
Dokl. Biochem. Biophys. 2004, 398, 313–315. [CrossRef]
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RESUMEN 

Según los datos facilitados por la OMS en el ‘Informe Mundial sobre la Malaria 
del año 2022’, África registró el 95% de todos los casos a nivel mundial. Angola es uno 
de los países con mayor endemicidad. El diagnóstico de la malaria se realiza 
habitualmente mediante microscopía y pruebas de diagnóstico rápido (PDR). Sin 
embargo, estos métodos pueden carecer de sensibilidad en determinadas situaciones. 
Los métodos moleculares como la PCR podrían superar estos inconvenientes, pero 
no son factibles en zonas endémicas de escasos recursos. La tecnología LAMP, que 
requiere de una menor infraestructura, podría ser una excelente alternativa.  

Hasta la fecha, se han desarrollado varios ensayos LAMP para la detección de 
diferentes especies de Plasmodium spp. Sin embargo, en Angola no se han realizado 
estudios de la aplicación del LAMP para el diagnóstico de malaria. Por ello, nos 
planteamos un estudio en el Hospital Nossa Senhora da Paz (HNSP), Cubal, Angola, 
en colaboración con el Hospital Universitario Vall d’Hebrón de Barcelona para 
evaluar la tecnología LAMP como método de diagnóstico de malaria, comparando 
los resultados con la microscopía y las PDR que se utilizan habitualmente para su 
diagnóstico. 

Una primera parte del trabajo se llevó a cabo en el HNSP en los meses de mayo 
a julio de 2022, durante una estancia de investigación. Se reclutaron 200 pacientes a 
los que se realizó microscopía, PDR y LAMP colorimétrico. Los análisis en campo 
mostraron un 33,5% de muestras positivas por microscopía, 49% por PDR y 56% por 
LAMP. Considerando la microscopía como referencia, el ensayo LAMP colorimétrico 
detectó un mayor número de muestras positivas que las PDR. 

La segunda parte del trabajo fue dirigida a comprobar la reproducibilidad del 
ensayo LAMP en un laboratorio de investigación (CIETUS). Se reanalizaron las 
muestras de ADN tanto por LAMP colorimétrico como a tiempo real en un 
dispositivo de lectura de fluorescencia. La reproducibilidad fue del 84,5%.  

De este estudio podemos concluir que: i) se ha utilizado, por primera vez, la 
tecnología LAMP para la detección de Plasmodium spp. en una zona endémica de 
malaria en Angola; ii) que la tecnología LAMP ha demostrado ser más sensible que la 
microscopía y que las PDR para el diagnóstico de la malaria; iii) la facilidad de uso y 
viabilidad del ensayo LAMP en condiciones de campo y su reproducibilidad en un 
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laboratorio de investigación respaldan el uso del LAMP como prueba eficaz para el 
diagnóstico molecular POC de la malaria en laboratorios de zonas endémicas.
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Primera. Se ha comprobado que el método Loa loa-LAMP tiene mayor rendimiento 
diagnóstico que la microscopía.  

Segunda. El método Loa loa-LAMP presenta mayor sensibilidad que la técnica de 
PCR en el análisis de muestras de sangre almacenadas en papel de filtro. 

Tercera. Se ha desarrollado un nuevo método RT-LAMP para la detección 
colorimétrica y a tiempo real de diferentes genotipos del virus de Crimea-Congo. 

Cuarta. Se ha evaluado su utilidad diagnóstica en pacientes con FHCC con resultados 
comparables a los obtenidos con la técnica RT-qPCR de referencia. 

Quinta. La aplicación de la técnica LAMP en Angola para la detección de Plasmodium 
spp. es más útil que la microscopía y las pruebas de diagnóstico rápido en condiciones 
de campo.  

Sexta.  La técnica LAMP para el diagnóstico de malaria en condiciones de campo ha 
resultado equiparable a su uso en un laboratorio de referencia.  
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Primeiro. Foi comprovado que o método Loa loa-LAMP tem um rendimento de diagnóstico 
mais elevado do que a microscopia.  

Segundo. O método Loa loa-LAMP é mais sensível do que a técnica PCR na análise de 
amostras de sangue armazenadas em papel de filtro. 

Terceiro. Foi desenvolvido um novo método RT-LAMP para a detecção colorimétrica e em 
tempo real de diferentes genótipos do vírus da Crimea-Congo. 

Quarto. A sua utilidade diagnóstica foi avaliada em doentes com FHCC com resultados 
comparáveis aos obtidos com a técnica de referência RT-qPCR. 

Quinta. A aplicação da técnica LAMP em Angola para a detecção de Plasmodium spp. é 
mais útil do que a microscopia e os testes de diagnóstico rápido em condições de campo. 

Sexto.  A técnica LAMP para o diagnóstico da malária em condições de campo provou ser 
comparável à sua utilização num laboratório de referência. 
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AI.1. Muestras clínicas 

En cada uno de los artículos de investigación recogidos en este trabajo se 
utilizaron distintas muestras clínicas de origen humano.  

En el primer artículo de investigación (Colorimetric and real-time Loop-
mediated isothermal amplification (LAMP) for detection of Loa loa DNA in human blood 
samples), se utilizaron muestras de sangre en papel de filtro procedentes de un 
proyecto de malaria PREMAVAL llevado a cabo en Guinea Ecuatorial. Este estudio 
fue aprobado en su momento por el Ministerio de Sanidad y Bienestar Social de 
Guinea Ecuatorial (MINSABS) y el Comité Ético del Instituto Nacional de la Salud 
Carlos III (CEI PI 22_2013-v3). Los protocolos incluidos en el estudio se realizaron de 
acuerdo con los estándares descritos en la Declaración de Helsinki revisada en 2013. 
Estas muestras fueron cedidas por el laboratorio del Centro Nacional de Medicina 
Tropical, Instituto de Salud Carlos III (Madrid, España).  

En el segundo artículo de investigación (A novel RT-LAMP for the detection of 
different genotypes of Crimean-Congo haemorrhagic fever virus in patients from Spain), se 
utilizaron cinco muestras de pacientes diagnosticados con Fiebre Hemorrágica de 
Crimea Congo (FHCC): Cuatro de ellos, en el Hospital Universitario de Salamanca 
(Salamanca, España) y otro en el Hospital del Bierzo (Ponferrada, León, España). Este 
estudio fue aprobado por el comité ético de investigación clínica con fármacos del 
Hospital Universitario de Salamanca (CEIMC PI 9109/2017). Todos los 
procedimientos descritos se llevaron a cabo de acuerdo con las normas éticas descritas 
en la Declaración Helsinki revisada en 2013. Los datos de los pacientes se 
anonimizaron.  

En el tercer artículo de investigación (First field and laboratory evaluation of 
LAMP assay for malaria diagnosis in Cubal, Angola). Se utilizaron 200 muestras de 
sangre recogidas en Cubal, Angola, durante un estudio de malaria llevado a cabo 
durante el periodo de estancia de investigación en el Hospital Nossa Senhora da Paz. 
Para este estudio se solicitó y se obtuvo permiso del comité de ética del Ministerio de 
Salud de Angola (39 C.E/MINSA.INIS/2022). La participación en el estudio fue 
voluntaria y se obtuvo el consentimiento informado por escrito de todos los 
voluntarios y de los padres o tutores legales de todos los menores que participaron. 
Los procedimientos se llevaron a cabo de acuerdo con los estándares éticos descritos 
en la Declaración Helsinki revisada en 2013. Los datos clínicos y epidemiológicos se 
anonimizaron. 
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AI.2. Procesamiento de muestras y extracción de ácidos nucleicos 

 Para la realización de estos trabajos se han utilizado diferentes kits comerciales 
o métodos in house para la extracción de ácidos nucleicos (ADN o ARN) en diferentes 
tipos de muestras (Tabla 1).  

Tabla 1. Diferentes tipos de muestra y métodos de extracción de ácidos nucleicos.  

Tipo de muestra Ácido nucleico Kit de extracción/Método in house 

Sangre en papel de filtro ADN Método Saponina/Chelex 

Plasma ARN 
NZY Viral RNA Isolation kit (NZYTECH, Lisboa, 
Portugal. 

Orina ARN 
NZY Viral RNA Isolation kit (NZYTECH, Lisboa, 
Portugal. 

Sangre total ADN 
NZY Tissue gDNA Isolation kit (NZYTECH, Lisboa, 
Portugal. 

A continuación, se describen de manera detallada los diferentes protocolos 
utilizados para la extracción de ácidos nucleicos.  

AI.2.1. Purificación de ADN de muestras de sangre recogidas en papel de 
filtro 

Las muestras de sangre recogidas en papel de filtro fueron utilizadas para llevar 
a cabo el primer artículo de investigación. La purificación de ADN se llevó a cabo 
en las instalaciones del Centro Nacional de Medicina Tropical, Instituto de Salud 
Carlos III (Madrid, España) utilizando un método de extracción Saponina/Chelex 
siguiendo la metodología descrita en Plowe y colaboradores (1) con algunas 
modificaciones: 

a. Se perforaron 5 mm de diámetro de los discos de papel de filtro 
impregnados con sangre y se colocaron en un tubo de 1,5 mL. 

b. Se añadió 1 mL de Saponina al 0,5% (Fluka Biochemika, Sigma-Aldrich 
Chemie GmbH, Darmstadt, Alemania) en solución salina tamponada con 
fosfato (PBS). Se incubó toda la noche a 4ºC o a 37ºC durante 1 h.  

c. Después de la incubación, la solución marrón que se formaba se decantó y 
se añadió 1 mL PBS. Se incubó a 4ºC durante 30 minutos.  

d. Durante estos 30 minutos se preparó la solución Chelex 100: se añadieron 
100 mL de 5% Chelex 100 (bio Rad, Richmond, CA, USA) en agua y se 
calentó a 100ºC en un agitador magnético.  
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e. Posteriormente, se retiró el PBS de los tubos y se añadieron 200 µL del 5% 
Chelex 100 preparado en el apartado d. Se mezcló mediante vórtex 30 
segundos y se colocó en un termobloque a 98ºC durante 10 minutos.  

f. Tras la incubación, se centrifugó a 13.000 rpm durante 2 minutos. Se 
recuperó el sobrenadante y se centrifugó una vez más para eliminar los 
restos de la resina Chelex 100. El ADN extraído se añadió a unos tubos 
limpios y se guardó a -20ºC hasta su uso en los ensayos moleculares.  

AI.2.2. Purificación de ARN viral de muestras de pacientes 

El ARN viral obtenido de las muestras de plasma y orina utilizadas en el 
segundo artículo de investigación fueron manipuladas e inactivadas previamente 
en un laboratorio de nivel de bioseguridad 3 (BSL-3) situado en las instalaciones del 
Edificio I+D+I, Universidad de Salamanca. Para ello, se utilizó el kit NZY Viral RNA 
Isolation (NYZTECH, Lisboa, Portugal) y se siguieron los siguientes pasos: 

a. Para la inactivación del virus, a 200 µL de muestra se le añadían 350 µL de 
buffer NVL y se mezclaba mediante un vórtex. Después se dejaba incubar a 
temperatura ambiente durante 10 minutos.  

b. Tras la incubación, se añadían 350 µL de etanol absoluto (96%) y se 
mezclaba mediante pipeteo. En este paso es importante mezclar bien la 
muestra con etanol para obtener una solución homogénea.  

Una vez inactivadas, se continuó con el protocolo de extracción de ARN en el 
laboratorio de Parasitología, CIETUS, Universidad de Salamanca, mediante el 
siguiente protocolo: 

a. Se añadieron 700 µL de la muestra inactivada en una columna de 
purificación colocada en un tubo de recolección de 2 mL. Se centrifugó a 
8.000 x g durante un minuto. Este proceso se repetía hasta que el volumen 
completo de muestra se había añadido a la columna.  

b. Después, se añadieron 200 µL de buffer NV a la columna y se centrifugó a 
8.000 x g durante 1 minuto y se descartó el eluido.  

c. Posteriormente, se realizaron dos lavados con el buffer NVW, uno con 600 
µL y otro con 300 µL. Después de añadir el buffer en las dos ocasiones se 
realizaba una centrifugación durante 1 minuto a 8.000 x g y se descartaba 
el eluido.  
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d. Tras los lavados se secó la membrana de la columna mediante una nueva 
centrifugación a 8.000 x g durante 2 minutos.  

e. Finalmente, se eluía el ARN purificado en 50 µL de agua libre de RNasas y 
se almacenaba a -80ºC hasta su uso en los ensayos moleculares.  

AI.2.3. Purificación de ADN de muestras de sangre de pacientes 

La extracción de ADN de las muestras de sangre utilizadas en el tercer artículo 
de investigación se llevó a cabo durante la estancia de investigación en el Hospital 
Nossa Senhora da Paz, Cubal, Angola, utilizando el kit NZY Tissue gDNA Isolation  
(NZYTECH, Lisboa, Portugal) mediante el siguiente protocolo: 

a. Se añadieron 25 µL de Proteinasa K y 200 µL de buffer NL a 200 µL de 
muestra de sangre total y se mezcló mediante vórtex.  

b. Posteriormente se incubó a 56ºC durante 10-15 minutos. 
c. Después de la incubación, se añadieron 210 µL de etanol al 100% y se 

mezcló mediante vórtex.  
d. La mezcla se transfirió a una columna situada en un tubo de recolección 

de 2 mL y se centrifugó durante 1 minuto a 11.000 x g. Se descartó el eluido.  
e. A continuación, se llevaron a cabo los lavados, uno con 500 µL del buffer 

NW1 y otro con 600 µL del buffer NW2. En ambos lavados, después de 
añadir el buffer se realizaba una centrifugación durante 1 minuto a 11.000 
x g y se descartaba el eluido. 

f. Tras los lavados se dejaba secar la membrana de la columna mediante una 
nueva centrifugación a 11.000 x g durante 2 minutos.  

g. Finalmente, se eluía el ADN purificado en 100 µL del buffer NE y se 
almacenaba a -20ºC hasta su uso en los ensayos moleculares.  

AI.3. Selección de secuencias y diseño de primers  

 En los trabajos presentados en la Tesis Doctoral, se han llevado a cabo ensayos 
LAMP para la detección de Loa loa, VFHCC y Plasmodium spp. Para ello, se han 
utilizado tanto primers diseñados por nuestro grupo como otros utilizados por otros 
autores. Los diferentes primers utilizados y su longitud en pares de bases (pb) se 
recogen en la tabla 2. 
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Tabla 2. Primers utilizados en los estudios realizados durante la Tesis Doctoral.  

Diana Primer Secuencia 
Pares de 

bases (pb) 
Referencia 

Secuencia 
repetitiva de 

 Loa loa 

F3 TCAGCATTTATAACAAGAAGCA 22 

(2) 

B3 GAATTACTGTGATGGATTACTACA 24 

FIP 
CAGCTCCTCACTGTGGCATG-
CCAAAAAACACCGATGGATG 

40 

BIP 
TTAAGCGACTTCGTGCTGCTAC-
TCAGAAAACAACACTGTATCC 

43 

Segmento S del 
VFHCC* 

F3 TRGAGGCTCTCAAYGGGTAT 20 

(3) 

B3 GGGAAGGTTTCTGGAGTCAC 20 

FIP 
GCTCYTGTGCYTTGGCAATGT-  
AGCAYAAGGACGAAGTTGAC 

41 

BIP 
AYTCGTCTGCWCTTCGTGCACA- 
CGGCCTTGTAYAGCCAGTAG 

41 

LF CATGCTGTCRGCACTTGCTTT 21 
LB AGATTGACACYGCTTTCAGCTC 22 

ADN 
mitocondrial de 
Plasmodium spp. 

F3 TGTCAACTACCATGTTACGAC 21 

(4) 

B3 AACGGTCCTAAGGTAGCAA 19 

FIP 
TACGGCCCGACGGTAAGATCG 
TAACCATGCCAACAC 

36 

BIP 
AGGAGTCTCACACTAGCGACA 
AAATTCCTTGTCGGGTAATCTC 

44 

LF CTGAGCACCTTAACTTCCCTAA 22 
LB TACACCGTTCATGCAGGAC 19 

*Las pares de bases en negrita corresponden a las bases degeneradas “wobble bases”: R=G/A, Y=C/T, W= T/A. 

 La selección de secuencias y diseño de primers para la técnica LAMP es uno de 
los puntos más críticos, ya que va a determinar la sensibilidad y la especificidad final. 
Hay que tener en cuenta numerosos factores que influyen tanto en la selección de las 
secuencias como en el diseño de los primers. En el caso de la selección de las secuencias 
los principales factores son los siguientes (5): 

a. Grado de repetición en el genoma: las probabilidades de detección de una 
secuencia aumentan cuanto mayor es su grado de repetición en el genoma.  

b. Grado de especificidad: es muy importante realizar un estudio valorando la 
reactividad cruzada de una secuencia con otras secuencias de especies afines. 

c. Grado de conservación: es importante que la secuencia esté conservada en el 
genoma y no presente muchas variaciones entre cepas. 

d. Grado de estudio de la secuencia: la secuencia utilizada debe ser 
profundamente conocida y haberse corregido su composición nucleotídica varias 
veces. 
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Para el diseño de los primers, es importante considerar numerosos factores, 
todos ellos recogidos en la guía “A guide to LAMP primer designing” disponible en el 
programa online Primer Explorer V5 (https://primerexplorer.jp/e/) (6): 

a. La secuencia diana seleccionada debe tener una longitud de 200-2000 pb. 
b. Contenido de GC: en secuencias ricas en GC, el contenido GC de los 

primers deber ser aproximadamente de 50-60 % y, en el caso de secuencias 
ricas en AT, el contenido GC de los primers debe estar entre 40-50%.  

c. La temperatura de anillamiento (Tm, del inglés melting temperature) debe 
ser entre 60-65ºC en secuencias ricas en GC y de 55-60ºC en secuencias ricas 
en AT. Además, las Tm de las distintas secuencias de los primers han de ser: 

• F1c y B1c: 64ºC-66ºC 
• F2 y B2: 59ºC-61ºC 
• F3 y B3: 64ºC y 66ºC 

d. El extremo 3´no debe ser rico en AT ni complementario a otros primers 
con el fin de evitar la formación de estructuras secundarias. 

e. Estabilidad del extremo terminal de los primers: el final de cada cebador 
sirve como punto de partida para la síntesis de una nueva hebra de ADN. 
Por ello es importante que los extremos 3´de F2/B2, F3/B3 y LF/LB y el 
5´de F1c/B1c sean lo más estables posibles. Esta estabilidad se mide a través 
del incremento de energía libre de Gibbs (△G). Esta debe ser inferior a -4 
kcal/mol. 

f. Distancia entre primers: entre el extremo 5´de F2 y B2 la distancia debe ser 
de 120-180 pb, entre F2-F1/B1-B2 de 40-60 bp, y entre F2-F3/B2-B3 de 0-20 
pb (Figura 1).  

 
Figura 1. Representación gráfica de la localización de los primers en las 6 regiones de una secuencia 
ADN diana.  Se muestran las tres regiones de los forward primers (F1, F2 y F3) y las tres regiones de los 
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https://primerexplorer.jp/e/
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backward primers (B1, B2 y B3) junto con sus regiones complementarias en la cadena opuesta (F1c, F2c 
y F3c; B1c, B2c y B3c). Se indican las distancias (en pares de bases; pb) que deben cumplir los primers 
para el diseño correcto de los mismos.  

Teniendo en cuenta todas estas características, se diseñaron los primers 
utilizados en el segundo artículo de investigación. El procedimiento seguido para 
su diseño se muestra a continuación.   

AI.3.1 Selección y obtención de las secuencias 

El Virus de la Fiebre Hemorrágica de Crimea-Congo (VFHCC) presenta un 
genoma trisegmentado (segmento S, segmento M y segmento L) por lo que su 
variabilidad genética es muy elevada. Teniendo en cuenta que el segmento S es el 
segmento más conservado en el genoma, se realizó una revisión bibliográfica en 
PubMed para la búsqueda de secuencias del segmento S del VFHCC. Con el fin de 
detectar el mayor número de cepas posibles, se seleccionaron un total de 51 secuencias 
de las cuales se obtuvo el número de GenBank. A continuación, como se indica en la 
figura 2, se descargaron en la página web del NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 
Para ello, seleccionamos la base de datos Nucleotide e introducimos el código de 
GenBank en la barra de búsqueda.  

 

Figura 2. Búsqueda de la secuencia DQ074613 en la sección Nucleotide del NCBI. 
 
 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Una vez realizada la búsqueda, se abre una ventana con toda la información 
correspondiente a la secuencia y se procede a la descarga en formato FASTA como se 
indica en la figura 3. Este formato es el más habitual para su uso en los diferentes 
programas de manejo y edición de secuencias nucleotídicas.  

 

Figura 3. Características de la secuencia seleccionada DQ074613 y su descarga en formato FASTA. 

 Una vez descargadas las 51 secuencias nucleotídicas, estas se dividieron según 
el origen geográfico de los aislados: secuencias Africanas (n=11), secuencias Asiáticas 
(n=24) y secuencias Europeas (n=16). A continuación, se realizaron secuencias 
consenso “geográficas” denominadas consenso Africana (AFC), consenso Asiática 
(ASC) y consenso Europea (EUC). Finalmente, a partir de estas 3 secuencias consenso 
“geográficas” se obtuvo una secuencia consenso global (GC) de 1672 pb utilizada para 
el diseño de los primers (Figura 4).  
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Figura 4. Representación del esquema utilizado para la obtención de la secuencia consenso global (GC). 

Para la obtención de las secuencias consenso, en primer lugar, se realizaron 
alineamientos múltiples utilizando el software online ClustalW 
(https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw). En “Seleccionar archivo”, 
seleccionamos las secuencias que queremos alinear y posteriormente usamos la 
función “Execute Multiple Alignment” para visualizar y descargar las secuencias 
alineadas (Figura 5 y 6). En segundo lugar, las secuencias consenso se obtuvieron 
mediante el programa BioEdit (solo disponible para usuarios Windows) 
(https://bioedit.software.informer.com/download/?lang=es)  (7). Para ello, abrimos el 
alineamiento previamente descargado y seleccionamos “Alignment” y dentro de esta 
ventana seleccionamos “Create Consensus Sequence” (Figura 7).  

 
 

https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw
https://bioedit.software.informer.com/download/?lang=es
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Figura 5. Página inicial del software online ClustalW. 

 

Figura 6. Representación gráfica del alineamiento generado utilizando el software online ClustalW. 
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Figura 7. Representación gráfica para la generación de las secuencias consenso utilizando el programa 
BioEdit.  

AI.3.1.1 Ensayo in silico de especificidad 

Antes de proceder al diseño de los primers, conviene realizar un análisis in silico 
de especificidad para comprobar que la secuencia seleccionada no presenta reactividad 
cruzada con otras secuencias de otros patógenos afines o con secuencias del propio 
hospedador. Esta especificidad se realiza utilizando el software online Nucleotide 
BLAST (Nucleotide Basic Local Aligment Search Tool) disponible en la base de datos del 
NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Esta nos permite introducir la 
secuencia diana y la secuencia de los primers diseñados y compararlos con gran 
cantidad de secuencias disponibles. Para ello, introducimos la secuencia GC en el 
apartado “Enter Query Sequence” y, en la categoría de “Organism” añadimos todos los 
organismos afines que queramos comparar, en nuestro estudio tuvimos en cuenta 
otros virus como Zaire Ebolavirus (taxid:186538), Sudan Ebolavirus (taxid:186540), 
Lassa mammarenavirus (taxid:11620), Marburg  Marburgvirus (taxid:11269), Yellow fever 
virus (taxid:11089), Rift Valley fever virus (taxid:11588), West Nile virus (taxid:11082), 
Dengue virus (taxid:12637) y Chikungunya virus (taxid:37124) (Figura 8). 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Figura 8. BLAST para comprobar la especificidad de la secuencia GC con todas las secuencias 
disponibles en la base de datos del NCBI. 

AI.3.2 Diseño de primers 

Para el diseño de los primers pueden utilizarse diferentes programas como 
Primer Biosoft (http://www.premierbiosoft.com/), Optigene LAMP designer 
(http://www.optigene.co.uk/lamp-designer/), NEB LAMP primer designer tool 
(https://lamp.neb.com/) y PrimerExplorer V5 (https://primerexplorer.jp/e/). En nuestro 
estudio utilizamos el Primer Explorer V5. Para ello abrimos el enlace y en “Seleccionar 
archivo”, subimos nuestra secuencia GC obtenida en el apartado anterior y usamos la 
función Primer design (Figura 9). El programa generó 2 juegos de primers distintos, 
para conocer los detalles de estos cebadores, se accedió a través de “Display” (Figura 
10). 

http://www.premierbiosoft.com/
http://www.optigene.co.uk/lamp-designer/
https://lamp.neb.com/
https://primerexplorer.jp/e/
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Figura 9. Página principal del software Primer Explorer V5. 

 

Figura 10. Generación de los juegos de primers LAMP dentro de la secuencia GC. 
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 AI.3.2.1 Análisis de los primers obtenidos 

 En este punto se pudo observar el sitio de anillamiento concreto de los 
diferentes juegos de primers diseñados, así como el valor de △G de cada uno de ellos. 
Generalmente, se rechazan los juegos de primers que presentan una △G mayor a -2,00 
kcal/mol. En este caso, se seleccionaron ambos juegos y mediante la función 
“Confirm” se obtuvieron todas las características necesarias para la evaluación de cada 
uno de los juegos, incluyendo su posición, longitud en pares de bases, temperatura de 
anillamiento (Tm), △G en los extremos 3´ y 5´y el contenido en G+C (GC rate) 
(Figura 11 y 12).  

 

Figura 11. Posición de anillamiento y valor de △G de cada uno de los juegos de primers LAMP 
diseñados dentro de la secuencia GC.  
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Figura 12. Características de los dos juegos de primers LAMP generados. 

AI.3.2.2 Primers degenerados 

Además, realizamos un análisis in silico para comprobar que cada uno de los 
primers hibridaba con las 51 secuencias nucleotídicas empleadas en el diseño de los 
mismos. Para ello, utilizamos el programa BioEdit. Brevemente, abrimos el archivo 
con las 51 secuencias y uno de los primers (en el ejemplo, utilizamos la secuencia del 
primer externo F3), seleccionamos “Accessory application” y dentro de esta ventana 
“ClustalW Múltiple Alignment” (Figura 13). A continuación, se abre una nueva 
ventana y se observa el alineamiento del primer F3 con las 51 secuencias (Figura 14). 
Pudimos observar que, en algunas ocasiones, uno o dos nucleótidos no coincidían, 
por lo que optamos por diseñar primers degenerados, los cuales presentan en alguna 
de sus posiciones varias bases posibles. En la tabla 2 del apartado “AI.3. Selección de 
secuencias y diseño de primers”, se muestran los primers diseñados con las respectivas 
bases degeneradas o “wobble bases”.   
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Figura 13. Representación gráfica del análisis in silico para comprobar la hibridación entre los primers 
diseñados y las 51 secuencias nucleotídicas utilizando el programa BioEdit.  

 

Figura 14. Representación gráfica del alineamiento de las 51 secuencias nucleotídicas y el primer F3.  

AI.4. Examen microscópico 

 En el primer artículo de investigación, el examen microscópico para la 
detección de microfilarias en sangre se realizó en el Centro Nacional de Medicina 
Tropical, Instituto de Salud Carlos III, Madrid, España.  
 En el tercer artículo de investigación, el examen microscópico se llevó a cabo 
durante la estancia doctoral en el Hospital Nossa Senhora da Paz, Cubal, Angola. Para 
ello, se realizaron frotis fino y gota gruesa de sangre capilar de 200 pacientes. Una vez 
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recogidos los frotis sanguíneos, el frotis fino se fijó con metanol. A continuación, se 
sumergieron en jarras de tinción que contenían Giemsa al 10% durante 15 minutos y 
luego fueron lavados con agua para quitar los restos de tinción. Una vez teñidos, se 
procedió a su lectura bajo microscopio con un aumento de 100X y aceite de 
inmersión. La carga parasitaria de las gotas gruesas se calculó siguiendo la 
metodología descrita por Alger y colaboradores (8). Brevemente, se contaron el 
número de parásitos por 100 leucocitos, asumiendo una concentración constante de 
8000 leucocitos/µL de sangre. Una muestra se clasificó como negativa si no se observó 
ninguna forma parasitaria de Plasmodium spp. en 500 leucocitos. La fórmula empleada 
fue la siguiente:  
 

𝑁𝑁º 𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝á𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠 𝑑𝑑𝑒𝑒 100 𝑙𝑙𝑑𝑑𝑙𝑙𝑙𝑙𝑠𝑠𝑙𝑙𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠 𝑥𝑥 8000
100 𝑙𝑙𝑑𝑑𝑙𝑙𝑙𝑙𝑠𝑠𝑙𝑙𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠

= 𝑋𝑋 𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠 𝑝𝑝𝑠𝑠𝑝𝑝 µ𝐿𝐿 𝑠𝑠𝑝𝑝𝑒𝑒𝑠𝑠𝑝𝑝𝑑𝑑 

 
AI.5. Técnicas de amplificación de ADN 

 Durante estos años de trabajo, siempre que se realizaba cualquier técnica de 
amplificación de ADN se seguían normas básicas de laboratorio. Así, se realizaba una 
limpieza previa con etanol al 70% de todo el material a utilizar y de las áreas de trabajo. 
Además, se trabajó en áreas totalmente separadas para cada procedimiento: las 
mezclas de reacción se prepararon en una cabina de flujo laminar previamente 
irradiada con luz ultravioleta durante 15 minutos, el ADN se añadió en una zona de 
extracción y la manipulación de los productos amplificados se realizó en la zona de 
amplificación. El material que se utiliza en la cabina es exclusivo y no puede sacarse 
ni emplearse para otra actividad.  

AI.5.1. Nested Polymerase Chain Reaction (Nested-PCR) 

En el primer artículo de investigación, la Nested-PCR se realizó en el Centro 
Nacional de Medicina Tropical, Instituto de Salud Carlos III (Madrid, España). Las 
muestras se procesaron realizando la extracción del ADN mediante el método Chelex 
previamente descrito. A continuación, se realizó la Nested-PCR basada en la secuencia 
de repetición 3 (15r3) del gen que codifica la proteína 15-kD de Loa loa siguiendo la 
metodología descrita por Touré y colaboradores (9) con ligeras modificaciones. 
Brevemente, para la PCR inicial, se utilizaron 5 µL del ADN y, 2 µL del producto 
amplificado en la PCR inicial fue utilizado para realizar la segunda PCR. La 
amplificación inicial se llevó a cabo en el termociclador Applied Biosystems GeneAmp® 
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PCR System 2700 durante 30 ciclos a 94ºC 1 minuto (desnaturalización), 65ºC 1 
minuto (anillamiento) y, 72ºC 2 minutos (extensión). Para la segunda PCR se 
utilizaron las mismas condiciones, pero se redujo el número de ciclos a 25. Los 
productos de PCR fueron analizados mediante un sistema automático de 
electroforesis multicapilar QIAxcel Advanced (QUIAGEN GMBF, Hilden, Alemania). 

AI.5.2. Reverse-transcription-quantitative polymerase chain reaction (RT-
qPCR) 

 En el segundo artículo de investigación, se realizó una RT-qPCR utilizando 
los primers externos diseñados (F3/B3) para comprobar que estábamos amplificando 
la secuencia esperada. Para llevar a cabo la RT-qPCR se utilizó el kit One-step NZY RT-
qPCR Green Kit, ROX (Nzytech, Lda., Lisbon, Portugal) siguiendo las instrucciones 
del fabricante. Las reacciones fueron realizadas en el dispositivo PCRmax ECO48 real 
time PCR System (PCRmax, Stone, Reino Unido). El volumen de los distintos reactivos 
para preparar la muestra de reacción y los ciclos de temperatura se muestran en la 
tabla 3 y 4.  
 Posteriormente, los amplicones obtenidos en la RT-qPCR se sometieron a 
electroforesis en gel de agarosa al 1,5% utilizando el tampón de carga GreenSafe 
Premium (NZYtech, Lda., Lisboa, Portugal) y el marcador de peso molecular 
NZYDNA Ladder V (NZYtech, Lda., Lisboa, Portugal). Los resultados se observaron 
bajo luz ultravioleta.  

Tabla 3. Mezcla de reacción de la RT-qPCR para la detección del VFHCC utilizando el kit One-step 
NZY RT-qPCR Green kit, ROX. 

Reactivo Volumen por tubo  

Agua libre de nucleasas Hasta completar 20µL 
One-step NZY RT-qPCR Green master mix (2x) 10 µL 
F3 0,8 µL 
B3 0,8 µL 
NZYRT mix 0,8 µL 
Muestra/Control 5 µL 
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Tabla 4. Ciclos de la RT-qPCR para la detección del VFHCC. 

Ciclos Temperatura (ºC) Tiempo Etapa 

1 50 20 min Retrotranscripción 

1 95 10 min Activación de la polimerasa 

40 
95 15 seg Desnaturalización 

60 1 min Anillamiento/Extensión 

 AI.5.3. LAMP colorimétrico 

 Las mezclas de reacción utilizadas para llevar a cabo el ensayo LAMP 
colorimétrico en el primer y tercer artículo de investigación son análogas. Se harán 
especificaciones particulares cuando sea necesario. Brevemente, la mezcla de reacción 
LAMP contiene los siguientes reactivos: dNTPs (1,4 mM), Isothermal buffer 1X (20mM 
Tris-HCl (pH 8.8), 50 mM KCl, 10 mM (NH4)2SO4, 2 mM MgSO4, 0.1 % Tween20), 
MgSO4 suplementario (6 mM), 8U de polimerasa Bst 2.0 WarmStart (NEW 
ENGLAND BIOLABS, Reino Unido), 0,4 μM LF/LB (de cada uno, si se incluyen), 1,6 
μM FIP/BIP (de cada uno) y 0,2 μM F3/B3 (de cada uno) (BIORON). Los volúmenes 
de reacción para llevar a cabo un LAMP se muestran en la abla 5.  

Tabla 5. Reactivos y volúmenes para una reacción LAMP colorimétrica. 

Reactivo Volumen por tubo 

H2O mQ* Hasta completar 15 µL 
dNTPs 2,1 µL 
Isothermal buffer 10x 1,5 µL 
MgSO4 0,9 µL 
LF/LB 0,6 µL 
F3/B3 0,3 µL 
FIP/BIP 0,24 µL 
Bst polimerasa 2.0 0,6 µL 
Muestra/Control 2 µL 

*H2O mQ (Agua ultrapura) 

 Una vez realizada la mezcla de reacción se distribuyeron 13 µL de mezcla a 
cada tubo. Después, se añadieron 2 µL de muestra/control a cada tubo. La incubación 
de los tubos de reacción se realizó a 65ºC durante 50 minutos y posteriormente 5-10 
min a 80ºC para la inactivación de la enzima en el caso de Loa loa y a 65ºC durante 
55 minutos seguido de 5-10 min a 80ºC en el caso de Plasmodium spp. La detección 
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de los productos amplificados se llevó a cabo de manera visual a través de la adición 
de 2 µL de SYBR® Green I 1000x (INVITROGEN), que produce un cambio de color 
de naranja (negativo) a verde (positivo). Además, la visualización de los resultados 
también puede realizarse mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1,5% para 
la observación del típico patrón de bandas en escalera característico de una reacción 
tipo LAMP.  

 AI.5.4. LAMP a tiempo real 

 A diferencia del LAMP colorimétrico, en este caso el método de detección de 
la amplificación se realiza añadiendo al inicio de la reacción 0,24 µL de colorante 
intercalante fluorescente EvaGreen 20x (BIOTIUM, Fremont, Estados Unidos). La 
monitorización de la reacción a tiempo real se llevó a cabo en dos dispositivos 
diferentes: en el dispositivo portátil Genie III (OPTIGENE Ldt., Horsham, Reino 
Unido) y/o en el dispositivo PCRmax ECO 48 real time PCR System (PCRmax, Stone, 
Reino Unido). 

 AI.5.5. Reverse-transcription-LAMP (RT-LAMP) 

 Para la detección de ARN mediante la tecnología LAMP (RT-LAMP) se 
pueden utilizar dos enzimas diferentes: la enzima Bst 3.0 (NEW ENGLAND 
BIOLABS Ldt., Ipswich, Estados Unidos) que tiene tanto actividad polimerasa como 
retrotranscriptasa o utilizando la polimerasa Bst 2.0 WarmStart (NEW ENGLAND 
BIOLABS, Reino Unido) junto con la enzima retrotranscriptasa RTx (NEW ENGLAD 
BIOLABS Ltd., Ipswich, EE. UU.). Las reacciones son análogas al LAMP 
colorimétrico y a tiempo real descrito en los apartados anteriores, simplemente se 
añade a la mezcla de reacción 0,3 µL de la enzima RTx. En el segundo artículo 
científico se llevaron a cabo los RT-LAMP tanto de forma colorimétrica como a 
tiempo real. En este caso, el volumen final de reacción, en lugar de 15 µL fue 25 µL. 
La incubación se realizó de dos maneras diferentes: 

• RT-LAMP colorimétrico: a 63ºC durante 60 minutos y 5-10 minutos a 
80ºC para inactivar la enzima. 

• RT-LAMP a tiempo real: a 63ºC durante 70-80 minutos seguido de 10 
minutos a 80ºC o a 50ºC para facilitar la retrotranscripción seguido de 
50 minutos a 63ºC y 5-10 minutos a 80ºC. 

 



  Anexo I. Anexo metodológico
   

177 
 

En la tabla 6 se muestran detallados los volúmenes de reacción utilizados. 

Tabla 6. Reactivos y volúmenes necesarios para llevar a cabo una RT-LAMP colorimétrica. 

Reactivos Volumen por tubo  

H2O mQ Hasta completar 25 µL 
dNTPs 3,5 µL 
Isothermal buffer 10x 2,5 µL 
MgSO4 1.5 µL 
LF/LB 1 µL 
F3/B3 0,5 µL 
FIP/BIP 0,4 µL 
RTx polimerasa 0,5 µL 
Bst polimerasa 2.0 1 µL 
Muestra/Control 3 µL 

AI.6. Ensayos de sensibilidad y especificidad 

AI.6.1. Sensibilidad 

En el segundo artículo de investigación se evaluó la sensibilidad del ensayo 
RT-LAMP diseñado para la detección del VFHCC. Para ello se utilizó como control 
positivo una muestra de un paciente diagnosticado con FHCC en el Hospital Del 
Bierzo (Ponferrada, León, España) con un resultado positivo por RT-PCR. El ARN se 
midió utilizando un espectrofotómetro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop 
Technologies, Wilmington, NC, EE.UU.) y se diluyó en agua ultrapura hasta una 
concentración final de 5ng/µL. A continuación, se realizaron diluciones seriadas 
desde 1x a 1:106 y se almacenaron a -80ºC hasta su uso. Los ensayos de sensibilidad se 
realizaron tanto colorimétricamente como a tiempo real.  

AI.6.2. Especificidad 

En el segundo artículo de investigación se realizaron estudios de 
especificidad del ensayo RT-LAMP diseñado para la detección del VFHCC. Para ello 
el ensayo se sometió a pruebas cruzadas de especificidad contra un panel de 8 aislados 
de ARN, incluyendo virus hemorrágicos: virus del Ébola (cepa Zaire y Sudán) y virus 
de Lassa, cedidos amablemente por el Centro Nacional de Microbiología, Instituto de 
Salud Carlos III (Madrid, España) y virus respiratorios: virus respiratorio sincitial A 
(RSVA), virus respiratorio sincitial B (RSVB), coronavirus NL63 (NL63), coronavirus 
OC43 (OC43) e influenza A H1 (AH1), cedidos generosamente por el Laboratorio del 
Centro Nacional de Gripe, Hospital Clínico Universitario de Valladolid (Valladolid, 
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España). Los ensayos de especificidad se realizaron tanto colorimétricamente como a 
tiempo real. 

AI.7. Secuenciación de ADN 

 La secuenciación del ADN en el segundo artículo de investigación se llevó a 
cabo de dos formas diferentes.  

Por un lado, como se ha comentado en el apartado “AI.5. Técnicas de 
amplificación”, se realizó una RT-qPCR utilizando los primers externos diseñados 
(F3/B3) para comprobar que estábamos amplificando la secuencia esperada. Para ello, 
se utilizó una muestra positiva de un paciente diagnosticado con FHCC en el Hospital 
del Bierzo (Ponferrada, España). Para la secuenciación del ADN, el producto de 
amplificación obtenido en la RT-qPCR se purificó utilizando el kit NZY Gelpure 
(Nzytech, Lisboa, Portugal) siguiendo los siguientes pasos:  

1. Se añadieron 5 volúmenes del buffer de unión a la mezcla de reacción. 
Posteriormente, se mezcló invirtiendo el tubo varias veces. 

2. Después, se transfirió la mezcla anterior a las columnas de centrifugación 
NZYTech. Se centrifugó a 12.000 x g durante 1 min y se descartó el eluido.  

3. A continuación, se añadieron 600 µL de buffer de lavado y se centrifugó a 
12.000 x g 1 minuto y se descartó el eluido. 

4. Para eliminar el etanol residual y secar la membrana de la columna, se 
realizó una centrifugación durante 1 min a 12.000 x g.  

5. Por último, se colocó la columna en un tubo de 1,5 mL, añadieron 50 µL 
de buffer de elución en el centro de la columna y se incubó a temperatura 
ambiente durante 1 min. A continuación, se realizó una última 
centrifugación a 12.000 x g durante 1 min y el ADN purificado se almacenó 
a -80ºC hasta uso.  

Una vez purificado, se envió refrigerado al Servicio de Secuenciación de ADN 
(NUCLEUS), Universidad de Salamanca, donde se realizó una secuenciación de 
Sanger utilizando los primers externos F3 y B3. 

Por otro lado, el proceso completo de secuenciación de las muestras cedidas de 
los pacientes diagnosticados con FHCC en el Hospital Universitario de Salamanca 
(Salamanca, España) también se realizó en el Servicio de Secuenciación de ADN 
(NUCLEUS), Universidad de Salamanca. Para ello, se realizó una Nested RT-PCR 
siguiendo la metodología descrita por Negredo y colaboradores (10). Brevemente, en 
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la primera amplificación se amplificó la región 123-764 y, en la segunda, la región 
450-674 del segmento S del VFHCC. Posteriormente, el producto amplificado se 
purificó y se realizó una secuenciación de Sanger utilizando el segundo juego de 
primers utilizado en la Nested RT-PCR. 

En ambos casos, para examinar las secuencias obtenidas por secuenciación, se 
utilizó el software gratuito BioEdit (7). Además, se realizó un BLAST (ver apartado 
“AI.3.1.1 Ensayo in silico de especificidad”) para comparar las secuencias con las 
disponibles en la base de datos del NCBI.  

AI.8. Análisis filogenético 

En el segundo artículo de investigación se llevó a cabo un análisis 
filogenético de las secuencias obtenidas en el apartado “AI.7. Secuenciación de ADN”. 
En primer lugar, se realizó un alineamiento múltiple de las secuencias obtenidas y las 
51 secuencias utilizadas en el diseño de los primers del ensayo RT-LAMP.  Para ello, se 
utilizó el software disponible online ClustalW (https://www.genome.jp/tools-
bin/clustalw) y se procedió a realizar el alineamiento múltiple (ver apartado AI.3.1 
Selección y obtención de las secuencias). En segundo lugar, se utilizó el programa MEGA 
v10.2.5 (11) con el fin de seleccionar el mejor modelo de sustitución nucleotídica. Se 
seleccionó el modelo “Tamura-Nei parameter” y se utilizó el método “Neighbour-
joining” y 1000 réplicas de Bootstrap. Para general el árbol filogenético se utilizó el 
software Geneious Tree Builder 2022 (12). Por último, el árbol filogenético se editó 
utilizando el programa Adobe® Illustrator CS4.  

AI.9. Análisis estadístico 

En el primer y tercer artículo de investigación para estimar la precisión de 
los métodos moleculares como pruebas diagnósticas, se calcularon los porcentajes de 
sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo, valor predictivo negativo e 
índice Kappa. Estos valores se obtuvieron mediante el programa gratuito online 
WinEpi 2.0 (Working in Epidemiology: http://www.winepi.net/) (13). Se estableció un 
intervalo de confianza del 95%.  

Además, en el primer artículo de investigación, para la representación 
gráfica de los datos se utilizó el software estadístico R (v. 3.6.3) y los paquetes 
“ggplot2”, “ggpubr” y “ggrepel”.  

 

https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw
https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw
http://www.winepi.net/
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AII.1. Otras publicaciones científicas 

En este apartado se recogen los artículos de investigación en los cuales se ha 
colaborado durante el tiempo de formación predoctoral en el Programa de Salud y 
Desarrollo en los Trópicos, en la Universidad de Salamanca. A continuación, se 
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AII.4. Premios de investigación 

En este apartado se incluyen dos premios de investigación otorgados por el 
Decanato de la Facultad de Farmacia a las mejores publicaciones científicas publicadas 
por estudiantes de doctorado, en las convocatorias de 2019 y 2020.  
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Se adjunta certificado de la estancia de investigación realizada en el Hospital 
Nossa Senhora da Paz, Cubal, Angola, para cumplir con los requisitos necesarios de 
mención internacional de esta Tesis Doctoral.  
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