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RESUMEN

Las enfermedades transmitidas por vectores (ETVs) afectan a millones de personas a nivel
mundial, y se estima que por eventos migratorios y cambio climatico la situacion
epidemiologica podria empeorar. Aedes aegypti es un mosquito capaz de transmitir virus
tales como, Dengue, Mayaro, Zika y Chikungunya, generando impactos significativos en salud
publica. Estas enfermedades generan un espectro clinico similar, lo que complica su rapido
diagnostico por criterio clinico. Por su parte, estas infecciones pueden ocasionar brotes
epidémicos que afectan a comunidades enteras, lo que conlleva a la sobrecarga de los
sistemas de salud locales, agotando sus recursos y dificultando la respuesta a otras
emergencias médicas. Este impacto se hace evidente al observar que, en el periodo
comprendido entre el 1 de enero y el 4 de marzo del 2023, se reportaron 113,447 casos de
chikungunya en América latina, con un total de 51 fallecidos, este numero representa un
aumento cuatro veces mayor en comparacion con el mismo periodo de 2022 [1]. El
diagndstico molecular y definitivo del virus del chikungunya (VCHIK) usualmente se lleva a
cabo por gRT-PCR, una metodologia que a pesar de su sensibilidad y especificidad es
impractica en centros de salud primarios, y esta centralizado al Instituto Nacional de Salud.
En este trabajo nos propusimos estandarizar una metodologia que fuera capaz de detectar
la presencia del virus del VCHIK de manera rapida, sencilla, precisa y econémica. Para ello,
se optimizd la técnica de amplificacion isotérmica mediada por bucles con transcripcion
reversa (RT- LAMP) para identificar al VCHIK mediante una reaccion colorimétrica que vira
de rosado a amarillo en presencia del genoma viral. En una etapa inicial de validacion se
evaluaron varias diluciones de ARN del VCHIK que fueron generadas in vitro, con el objetivo
de determinar el limite de deteccién de la prueba. Adicionalmente, como una forma de
validacion se simuld una infeccion adicionando diferentes diluciones del ARN del VCHIK
sintetizado in vitro en una muestra de sangre total extraida de un paciente. Luego de contar
con la sangre infectada se realizo una extraccion del mismo ARN de VCHIK combinado con
esta; a partir de esto se determino el limite de deteccion de la prueba RT-LAMP reconociendo
que esta es efectiva hasta concentraciones de 0,5 atogramo (ag) en un tiempo de 30 minutos.
El experimento demostré que es posible identificar el virus en un entorno clinico real. Como
controles en cada una de las pruebas realizadas se incluyd ARN del virus del dengue para
estimar la especificidad de la prueba, se observd que en ningln caso la prueba RT-LAMP
resulto positiva para dengue. A pesar de ser un estudio preliminar y en curso, este trabajo

muestra el gran potencial de la prueba RT-LAMP para
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la identificacion molecular del virus en individuos febriles con diagndstico presuntivo de
VCHIK, lo que convierte a esta prueba en una valiosa herramienta para la vigilancia
viroldgica de este virus, especialmente en areas con recursos tecnoldgicos limitados y una

infraestructura de salud insuficiente.
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ABSTRACT

Vector-borne diseases (VTE) affect millions of people worldwide, and it is estimated that
due to migratory events and climate change the epidemiological situation could worsen.
Aedes aegypti is a mosquito capable of transmitting viruses such as Dengue, Mayaro, Zika
and chikungunya, generating significant impacts on public health. These diseases generatea
similar clinical spectrum, which complicates their rapid diagnosis based on clinical criteria.
For their part, these infections can cause epidemic outbreaks that affect entire
communities, which leads to the overload of local health systems, depleting theirresources
and making it difficult to respond to other medical emergencies. This impact isevident when
observing that, in the period between January 1 and March 4, 2023, 113,447 cases of
chikungunya were reported in Latin America, with a total of 51 deaths, this number
represents a four-fold increase. higher compared to the same period in 2022 [1]. The
molecular and definitive diagnosis of CHIKV is usually carried out by gRT-PCR, a
methodology that despite its sensitivity and specificity is impractical in primary health
centers, and is centralized to the National Institute of Health. In this work we set out to
standardize a methodology that would be capable of detecting the presence of the CHIKV
virus quickly, simply, accurately and economically. To this end, the loop-mediated
isothermal amplification technique with reverse transcription (RT-LAMP) was optimized to
identify CHIKV through a colorimetric reaction that turns from pink to yellow in the
presence of the viral genome. In an initial validation stage, several dilutions of CHIKV RNA
that were generated in vitro were evaluated, with the objective of determining the limit
of detection of the test. Additionally, as a form of validation, an infection was simulated
by adding different dilutions of CHIKV RNA synthesized in vitro to a whole blood sample

taken from a patient. After having the infected blood, an extraction of the same CHIKV
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RNA combined with it was carried out; From this, the detection limit of the RT-LAMP test
was determined, recognizing that it is effective up to concentrations of 0.5 atogramo (ag)
in a time of 30 minutes. The experiment demonstrated that it is possible to identify the
virus in a real clinical setting. Dengue virus RNA was included as controls in each of the
tests performed to estimate the specificity of the test. It was observed that in no case
was the RT-LAMP test positive for dengue. Despite being a preliminary and ongoing study,
this work shows the great potential of the RT-LAMP test for the molecular identification
of the virus in febrile individuals with a presumptive diagnosis of CHIKV, which makes this
test a valuable tool for the virological surveillance of this virus, especially in areas with

limited technological resources and insufficient health infrastructure.

KEYWORDS
Molecular diagnosis, Arbovirus, Chikungunya Virus (CHIKV), isothermal test, RT-LAMP.

REFERENCIAS

1. Organizacion Mundial de la Salud Expansion Geografica de Los Casos de Dengue y
Chikungunya Mas Alld de Las Areas Historicas de Transmision En La Region de Las
Américas. https://www.who.int/es/emergencies/disease-outbreak news/item/2023-
DON448

2. OPS Actualizacion Epidemiolégica Semanal Para Dengue, Chikunguna y Zika En 2022.
https://ais.paho.org/ha_viz/Arbo/Arbo_Bulletin_Es_2022.asp?env=pri

3. Johnson, K. The Impact of Wolbachia on Virus Infection in Mosquitoes. Viruses 2015,
7, 5705-5717, doi:10.3390/v7112903.

4. Jose, J.; Snyder, J.E.; Kuhn, R.J. A Structural and Functional Perspective of Alphavirus
Replication and Assembly. Future Microbiol 2009, 4, 837-856, d0i:10.2217/fmb.09.59.

5. Vu, D.M.; Jungkind, D.; Angelle Desiree LaBeaud Chikungunya Virus. Clin Lab Med 2017,
37, 371-382, doi:10.1016/j.cll.2017.01.008.

6. Khan, A.H.; Morita, K.; Parquet, M. del C.; Hasebe, F.; Mathenge, E.G.M.;lgarashi, A.
Complete Nucleotide Sequence of Chikungunya Virus and Evidence for an Internal
Polyadenylation Site. Journal of General Virology 2002, 83, 3075-3084, doi:10.1099/0022-
1317-83-12-3075.

7. Niranjan, A.; Gupta, P. Recent Trends in Chikungunya Virus Diagnosis; 2019; Vol.
https://www.researchgate.net/publication/335619614_Recent_Trends_in_Chikungunya
_Virus_diagnosis

8. Calvo, E.P.; Coronel-Ruiz, C.; Velazco, S.; Velandia-Romero, M.; Castellanos, J.E.
Diagnostico Diferencial de Dengue y Chikungunya En Pacientes Pediatricos. Biomédica


http://www.who.int/es/emergencies/disease-outbreak
http://www.who.int/es/emergencies/disease-outbreak
http://www.who.int/es/emergencies/disease-outbreak
http://www.researchgate.net/publication/335619614_Recent_Trends_in_Chikungunya
http://www.researchgate.net/publication/335619614_Recent_Trends_in_Chikungunya
http://www.researchgate.net/publication/335619614_Recent_Trends_in_Chikungunya

@

?”!L,Zy UNIVERSIDAD
M{S IM O N B OL IVAR R;ng;’\;!éru‘-.g;}@9§’A’2021 - 2029

2015, 36, 35, doi:10.7705/biomedica.v36i0.2982.

9. O’Driscoll, M.; Salje, H.; Chang, A.Y.; Watson, H. Arthralgia Resolution Rate Following
Chikungunya Virus Infection. International Journal of Infectious Diseases 2021, 112, 1-7,
doi:10.1016/j.ijid.2021.08.066.

10. Organizacion Panamericana de la Salud Sintesis de Evidencia: Directrices Para El
Diagnodstico y El Tratamiento Del Dengue, El Chikunguha y El Zika En La Regién de Las
Américas. Revista  Panamericana de  Salud Pldblica 2022, 46, 1,
doi:10.26633/RPSP.2022.82.

11. Hurtado, L.; Diaz, D.; Escorcia, K.; Florez, L.; Bello, Y.; Diaz, Y.; Navarro, E.;
Pacheco, L.C.; Galan, N.; Maestre, R.; et al. Validacion Clinica de La Prueba RT LAMP
Para El Diagnostico Rapido Del SARS-CoV-2. Biomédica 2022, 42, 59-72,
doi:10.7705/biomedica.6523.

12. Escalante-Maldonado, O.; Vidal-Anzardo, M.; Donaires, F.; Solis-Sanchez, G.; Gallesi,
I.; Pampa-Espinoza, L.; Huaringa, M.; Rojas-Serrano, N.; Garcia, C.; Angles-Yanqui, E.;
et al. Estandarizacion y Validacion de Una Prueba MolecularRT-LAMP in House Para El
Diagndstico de SARS-CoV-2. Rev Peru Med Exp Salud Publica 2021, 38, 7-16,
doi:10.17843/rpmesp.2021.381.7154.

13. Wong, Y.-P.; Othman, S.; Lau, Y.-L.; Radu, S.; Chee, H.-Y. Loop-Mediated Isothermal
Amplification (LAMP): A Versatile Technique for Detection of Micro-Organisms. J Appl
Microbiol 2018, 124, 626-643, doi:10.1111/jam.13647.

14. Arroyo, M.; Morales, G.; Sosa, P.; Carmona, J.; Maestre, A. December 18 2020.
https://revistas.uis.edu.co/index.php/revistamedicasuis/article/view/12314/114 69

15. Simmons, M.; Myers, T.; Guevara, C.; Jungkind, D.; Williams, M.; Houng, H.-
S.Development and Validation of a Quantitative, One-Step, Multiplex, Real-TimeReverse
Transcriptase PCR Assay for Detection of Dengue and Chikungunya Viruses. J Clin
Microbiol 2016, 54, 1766-1773, doi:10.1128/JCM.00299-16.

16. Sen, B.; Afrin, S.; Zahan, S.; Munshi, S.U.; Zaman, S.U. Determination of Chikungunya
Virus RNA by Reverse Transcription Loop-Mediated Isothermal Amplification (RT-LAMP)
Assay. Adv Microbiol 2022, 12, 398-414, doi:10.4236/aim.2022.127029.

17. de Revisidn, A.; Isabel Arroyo, M.A.; Patricia Morales, G.L.; Andrea Sosa, P. V;
Carmona-Fonseca, J.; Maestre, A.B.; Microbidlogo Profesor Titular, E.; Profesora
asociada, M. Médicas Uis Revista de Los Estudiantes de La Universidad Industrial de
Santander; doi: 10.1111/gtc.12797

18. Parida, M.M.; Santhosh, S.R.; Dash, P.K.; Tripathi, N.K.; Lakshmi, V.; Mamidi, N.;
Shrivastva, A.; Gupta, N.; Saxena, P.; Babu, J.P.; et al. Rapid and Real-Time Detection
of Chikungunya Virus by Reverse Transcription Loop-Mediated Isothermal Amplification
Assay. J Clin Microbiol 2007, 45, 351-357, doi:10.1128/JCM.01734-06.



