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RESUMEN: Schistosoma haematobinm (agente causal de la esquistosomosis
genitorurinaria) afecta a 112 millones de personas en 54 paises de Africa
y Oriente. El diagnéstico de referencia es la observacién microscépica
de huevos del pardsito en orina de pacientes, aunque con limitaciones. El
diagnéstico seroldgico y molecular también presentan limitaciones y son
dificiles de realizar en dreas endémicas. Una alternativa es la amplificacién
isotérmica de dcidos nucleicos tipo LAMP. En estudios previos desarrollamos
un método molecular basado en la tecnologia LAMP para detectar ADN
de S. haematobium (Sh-LAMP) con alta especificidad y sensibilidad. Aqui,
evaluamos su funcionamiento en muestras de orina recolectadas en una zona
endémica de esquistosomosis urogenital (Cubal, Angola). Seleccionamos
33 muestras de orina con anélisis microscépico de campo: 14 negativas
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y 19 positivas. Se extrajo el ADN vy se analizaron mediante Sh-LAMP
colorimétrico. Obtuvimos un resultado Sh-LAMP positivo (89,5%) en
17/19 muestras microscopicamente positivas y negativo en las 14 muestras
microscopicamente negativas. La facilidad de uso e interpretacion y el nivel
de reproducibilidad de los resultados respecto a la microscopia, sugieren que
el Sh-LAMP puede ser una herramienta eficaz para el diagndstico molecular
de la esquistosomosis urogenital y ttil en estudios epidemiolégicos de
mapeo y control de la enfermedad.

Palabras clave: Schistosoma haematobium; esquistosomosis urogenital;
LAMP; diagnéstico molecular; Cubal; Angola.

ABSTRACT: Schistosoma haematobium (the causative agent of
genitorurinary schistosomiasis) affects 112 million people in 54 countries in
Africa and the East. The gold standard diagnosis is microscopic observation
of parasite eggs in urine of patients, although with limitations. Serological
and molecular diagnosis also have limitations and are difficult to perform
in endemic areas. An alternative is isothermal LAMP-type nucleic acid
amplification. In previous studies we developed a molecular method based
on LAMP technology to detect S. haematobinm DNA (Sh-LAMP) with high
specificity and sensitivity. Here, we evaluated its performance on urine samples
collected in a urogenital schistosomiasis endemic area (Cubal, Angola). We
selected 33 urine samples with field microscopic analysis: 14 negative and
19 positive. DNA was extracted and analysed by colorimetric Sh-LAMP.
We obtained a positive Sh-LAMP result (89.5%) in 17/19 microscopically
positive samples and negative in the 14 microscopically negative samples.
The ease of use and interpretation and the level of reproducibility of the
results with respect to microscopy suggest that Sh-LAMP can be an effective
tool for molecular diagnosis of urogenital schistosomiasis and useful in
epidemiological mapping and disease control studies.

Keywords: Schistosoma haematobinm; urogenital schistosomiasis;

LAMP; molecular diagnostic; Cubal; Angola.

1. INTRODUCCION

Segun la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), la esquistosomosis es
una enfermedad tropical desatendida causada por alguna de las seis especies de
gusanos parasitos trematodos del género Schistosoma que afectan al hombre,

Ediciones Universidad de Salamanca / @388, FarmaJournal, vol. 9, nam. 2 (2024), pp. 51-61

[52]



D. MATEOS CARRIL; B. CREGO-VICENTE; M. D. DEL OLMO; P. FERNANDEZ-SOTO
APLICACION DE LA TECNOLOGIA LAMP (LOOP-MEDIATED ISOTHERMAL AMPLIFICATION) PARA EL
DIAGNOSTICO MOLECULAR DE INFECCIONES POR SCHISTOSOMA HAEMATOBIUM

incluyendo: Schistosoma haematobium (esquistosomosis urogenital), S. mansoni,
S. intercalatum, S. japonicum, S. guineensis y S. mekongi (esquistosomosis intes-
tinal) (WHO, 2023). Estd considerada la segunda mayor causa de morbilidad y
mortalidad asociada a infecciones parasitarias, solo despues de la malaria (Beltran
et al, 2008). La esquistosomosis es endémica en 79 paises tropicales y subtropi-
cales, especialmente en comunidades pobres sin agua potable ni saneamiento
adecuado. Afecta a casi 250 millones de personas en el mundo (mds del 90% en
Africa subsahariana) y 779 millones viven en riesgo de infeccién. Aproximada-
mente, 112 millones de personas en 54 paises de Africa y Oriente Medio sufren
esquistosomosis urogemtal causada por S. haematobium, siendo la especie de
esquistosoma que mds infecciones produce. Clinicamente, la esquistosomosis
se manifiesta tipicamente como una dermatitis cercariana, el sindrome agudo de
Katayama y la esquistosomosis crénica. En la esquistosomosis urogenital la clinica
mids llamativa ocurre en la fase crénica, con la presencia de huevos del parisito
en la pared de la vejiga, uréter y 6rganos genitales, produciendo hematuria. Las
comphcamones incluyen fibrosis vesical, estenosis uretral e hidronefrosis. También
cancer de vejiga y, en las mujeres, infertilidad y embarazos ectépicos (Colley ez
al, 2014). El praziquantel es el tratamiento de eleccién para todas las formas de
esquistosomosis (Colley et al, 2014; McManus et al, 2018).

El diagnéstico de referencia de la esquistosomosis urogenital es la observacion
directa de huevos en orina de pacientes mediante microscopia. Sin embargo, éste
tiene limitaciones como la falta de sensibilidad (especialmente en infecciones leves),
incapacidad de deteccion de infeccion aguda, etc. (Chala B, 2023). Los métodos
seroldgicos también presentan problemas como la obtencién de antigenos, reac-
tividad cruzada, falsos positivos tras quimioterapia o incapacidad de deteccién en
fase aguda (Hinz et al, 2017). Para solucionar estas limitaciones, existen métodos
moleculares basados en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, polymerase
chain reaction), con elevada sensibilidad y especificidad diagndsticas, pero que
requieren de infraestructura compleja, material costoso y personal especializado,
por lo que no resultan ttiles para el diagndstico en zonas endémicas de esquisto-
somosis con escasos recursos. Una alternativa es la tecnologia de amplificacién
isotérmica de dcidos nucleicos tipo LAMP (Loop-mediated isothermal amplifica-
tion). Esta técnica fue descrita en el 2000 por Notomi et al. (Notomi et al, 2000).
Es un método de amplificacién de dcidos nucleicos (ADN o ARN) a temperatura
constante (60-65°C) por una Bst polimerasa con actividad de desplazamiento de
cadena junto con 4 o 6 primers/cebadores que reconocen entre 6 u 8 regiones en
el ADN diana. La gran ventaja del método es que es posible la deteccién visual
de los resultados por un simple cambio de color (Tomita ez al, 2008), por lo que
no requiere de equipos sofisticados y se puede realizar ficilmente en condiciones
de campo en zona endémica de enfermedad. Un esquema y descripcion de su
funcionamiento se presenta en la Figura 1.
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Ficura 1. Esquema del funcionamiento de la tecnologia LAMP. La amplificacién LAMP
consta de dos fases, una fase de amplificacién inicial y una fase de amplificacién expo-
nencial. En la fase de amplificacion inicial, los cebadores internos (FIP) se hibridan con
el ADN diana e inician la sintesis de la cadena complementaria a la cadena 3’-5’ (Figura
1A). Al mismo tiempo, los cebadores externos (F3) también inician la sintesis de ADN
para desplazar las cadenas de ADN recién sintetizadas a partir de los cebadores internos
(Figura 1B). El ADN monocatenario (ADNmc) liberado sirve como molde para la sintesis
de ADN con los correspondientes cebadores internos (BIP) (Figura 1C) y externos (B3)
(Figura 1D). El ADNmc liberado puede plegarse en una molécula con forma de mancuerna
que sirve para iniciar la sintesis de ADN autocebado y como molde para nuevos ciclos
de amplificacién a través de los cebadores internos (Figura 1E-G). (Esquema tomado de
Zhang et al, 2023, con modificaciones).

Angola es un pais africano con aproximadamente 33 millones de habitantes,
de los cuales casi la mitad son menores de 15 afios. Se estima una tasa nacional de
pobreza del 41%, sobrepasando el 90% en casi la mitad de sus municipios. Estu-
dios previos han reportado una prevalencia oficial de esquistosomosis urogenital
en Angola del 28%, mientras que la prevalencia de esquistosomosis intestinal
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es casi residual en todo el pais. Benguela es una de las 18 prov1nc1as angolefias,
clasificada como la segunda provincia con mayor prevalencia del pais. En Cubal,
un municipio de Benguela, se describié previamente una prevalencia de esquis-
tosomosis urogenital del 61% entre los nifios en edad escolar (Sinchez-Marqués
et al, 2023a; Sdnchez-Marqués et al, 2023Db).

En el Laboratorio de Inmunologia Parasitaria y Molecular del CIETUS (Centro
de Investigacién de Enfermedades Tropicales de la Universidad de Salamanca) se
disefié un método LAMP para la deteccidn sensible y especifica de ADN de S.
haematobium (Sh-LAMP) basado en una secuencia de 2522 pares de bases del
espaciador intergénico ribosomal (Gandasegui et al, 2015). Este LAMP permitié
detectar ADN del parisito en muestras de orina de pacientes en un estudio previo
realizado en Cubal (Angola) (Gandasegui ez al, 2018). También ha resultado eficaz
en un estudio reciente del CIETUS para el cribado diagndstico de la esquistoso-
mosis urogenital importada (Salas-Coronas er al, 2023).

2. HirOTESIS Y OBJETIVOS

El grupo de Inmunologia Parasitaria y Molecular del CIETUS tiene amplia
experiencia en el desarrollo y aplicacién de métodos LAMP para el diagnéstico
de diferentes enfermedades parasitarias, incluyendo un LAMP para la deteccién
molecular de S. haematobium (Sh-LAMP). Seria de interés evaluar su funciona-
miento en muestras de orina de individuos residentes en zona endémica y comparar
el resultado con el obtenido con la microscopia como método de diagnéstico
parasitologico de referencia de la esquistosomosis urogenital.

Objetivo general. Aplicar y valorar la tecnologia LAMP para la deteccién de
ADN de S. haematobium en muestras de orina de individuos residentes en zona
endémica de esquistosomosis urogenital en el municipio de Cubal (Angola) y
comparar los resultados con la microscopia.

Objetivos especificos

1. Obtener ADN de muestras de orina recolectada de individuos residentes
en zona endémica.

2. Aplicar y evaluar la técnica LAMP para la deteccién de S. haematobinm.

3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Muestrasy zona de estudio

Se recolectaron un total de 192 muestras de orina y de heces de poblacién
atendida en el Hospital Nossa Senhora da Paz (Cubal, Angola) como parte de
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un estudio colaborativo realizado por el CIETUS y el Hospital Vall d’Hebrén
durante los meses de junio-agosto de 2022 para conocer la prevalencia de diferentes
parasitosis en diferentes distritos poblacionales de Cubal.

3.2. Obtencion y andlisis de las muestras

La orina se recolectd para el andlisis microscépico de huevos de S. haema-
tobinm. En el estudio de campo se determinaron las muestras de orina como
parasitolégicamente positivas o negativas en funcién de la presencia o ausencia,
respectivamente, de huevos del pardsito. Un volumen de 2 mL de cada muestra
de orina se almacené en congelacién hasta su envio al CIETUS para su anélisis
con la técnica Sh-LAMP.

3.3. Seleccion de muestras para el estudio mediante LAMP

Para este estudio, se seleccionaron 33 muestras de orina atendiendo a su
resultado parasitoldgico realizado en campo, incluyendo: 14 muestras parasitold-
gicamente negativas (nos. 1-14) y 19 parasitolégicamente positivas (nos. 15-33). Se
utilizd orina de un voluntario sano y sin antecedente de viaje a zona endémica de
esquistosomosis y se prepararon 5 viales como control negativo en el andlisis (nos.
34-38). Como control positivo de amplificacion mediante SH-LAMP se utiliz6
ADN de S. haematobinm (0,5 ng/pL), disponible en la genoteca del CIETUS.

3.4. Extraccion de ADN de las muestras de orina

Se utiliz6 1 mL de orina de cada una de las muestras para la extraccion del
ADN mediante el kit comercial NZY Tissue gDNA Isolation Kit (NZYtech,
Portugal), siguiendo el protocolo del fabricante. Se obtuvieron 100 pL de eluido
de ADN. Posteriormente, se utilizaron 2 pL de ADN de cada muestra como
molde de amplificacién en las distintas reacciones de Sh-LAMP.

3.5. Analisis molecular mediante S. haematobinm-LAMP

Las 38 muestras de orina se analizaron mediante el método Sh-LAMP siguiendo
el protocolo descrito previamente en Gandasegui ez al; 2015. Los componentes
de la mezcla de reaccién (master mix) se indican en la Tabla 1. Las reacciones se
incubaron durante 50 min a 65°C en un termobloque, mds 10 min adicionales
a 80°C para desactivar la enzima y parar la reaccién. En todas las reacciones se
incluyé ADN de S. haematobium (2 pL) como control positivo y agua ultrapura
(2 pL) como control negativo. Las muestras se analizaron por duplicado.
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Tasra 1. Mezcla de reaccion (master mix) utilizada en la amplificacién de S. haemarobinm
mediante LAMP. La enzima Bst polimerasa 2.0 Warm Start (WS), buffer y MgSO,
fueron suministrados por New England Biolabs; los primers F3/B3, FIP/BIP y LF/
LB por Eurofins y los dNTPs por Intron.

COMPONENTE VoLuMEN (pL/TUBO)

H20 mQ 5,62
dNTPs (10 mM) 2,1
Isothermal buffer 10x 1,5
MgSO4 (100 mM) 0,9
F3/B3 (10 pmol/pL) 0,3
FIP/BIP (100 pmol/pL) 0,24
LF/LB (10 pmol/pL) 0,6
Bst polimerasa 2.0 WS 0,6
ADN muestra/ADN Sh/H20 2

TOTAL 15

3.6. Deteccion de los productos de amplificacion

El revelado de las reacciones se realiz6 post-amplificacion, afiadiendo a los
tubos 2 pL de una dilucién 1:10 del agente intercalante de ADN SYBR® Green I
(10,000X; Inv1trogen) Las muestras que resultaron pos1t1vas cambiaron su color
a verde, y las negativas mantuvieron el color naranja original del colorante.

4. RESULTADOS

Los resultados obtenidos tras analizar las muestras de orina de los pacientes
mediante Sh-LAMP se muestran en la Figura 2. Se obtuvo un resultado Sh-LAMP
negativo (color naranja) en todas las muestras parasitolégicamente negativas (nos.
1-14) y un resultado Sh-LAMP positivo de amplificacién (color verde) en 17/19
(89,5%) muestras parasitoldgicamente positivas. Se obtuvo un resultado Sh-LAMP
negativo (color naranja) en las muestras utilizadas control negativo del estudio.
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B) Muestras parasitolégicamente positivas
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H

Ficura 2. Anilisis mediante Sh-LAMP de las muestras de orina incluidas en este estudio.

A) Muestras parasitolégicamente negativas (nos. 1-14); B) Muestras parasitolégicamente
positivas (nimeros 15-33); C) Muestras negativas control de reaccién (nos. 34-38). Sh,
controles positivos de reaccién (ADN de Schistosoma haematobinm); N, controles nega-
tivos de reaccién (agua ultrapura sustituyendo al ADN). Color verde, indica resultado
positivo; color naranja, indica resultado negativo.

5. Discusion

El diagndstico definitivo de la esquistosomosis urogenital es por la visuali-
zacién microscopica de huevos de S. haematobium en orina mediante la técnica
de sedimentacién/centrifugacion o por filtracion con discos de policarbonato
(recomendado por la OMS para el mapeo y control de la enfermedad en zonas
endémicas) (WHO, 2023). Este es un método ampliamente utilizado, barato,
facil de realizar y practico en laboratorios de campo con limitada infraestructura
y personal. Sin embargo, presenta baja sensibilidad, especialmente en infecciones
con baja carga parasitaria y por la escasa y variable produccién diaria de huevos;
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ademds, no es util en fase aguda, solo en fase crénica de la esquistosomosis, cuando
hay produccién de huevos (aproximadamente 2 meses tras la infeccion). La sensi-
bilidad aumenta recogiendo un mayor nimero de muestras por individuo y en
dias consecutivos, pero esto complica el manejo en condiciones de campo. Son
necesarias herramientas moleculares especificas y mds sensibles que permitan la
deteccion de ADN del parisito tanto en fase aguda como crénica de la enfermedad
para evitar las complicaciones asociadas a las infecciones crénicas. La tecnologia
LAMP para la amplificacién de ADN tiene una elevada especificidad y sensibilidad
y permite la visualizacién colorimétrica de los resultados sin aparatos sofisticados,
permitiendo su aplicacién sencilla, fundamentalmente en dreas endémicas pobres
de esquistosomosis.

Teniendo en cuenta la eficacia previa demostrada del Sh-LAMP en la deteccién
de ADN de S. haematobinm en muestras de orina de pacientes (Gandasegui et al,
2015; Gandasegui et al, 2018; Salas-Coronas et al, 2023) el resultado obtenido en el
analisis de las muestras utilizadas en este estudio es muy aceptable, obteniéndose
un resultado positivo de amplificacién en un total de 17/19 (89,5%) muestras con
confirmacién parasitoldgica de infeccién por el parisito. Dos muestras parasitold-
gicamente positivas por microscopia en campo (nos. 26 y 28) resultaron negativas
por Sh-LAMP tal y como indica el color naranja obtenido en el revelado postam-
plificacion. La ausencia de amplificacion en estas dos muestras podria deberse a
varios factores, como: z) una identificacién microscépica errénea de los huevos
en el estudio de campo, al identificar algtin artefacto similar presente en la orina;
i1) un escaso numero de huevos en la orina, de forma que no estuvieran presentes
en el volumen utilizado (1mL) en la extraccién de ADN en el laboratorio; 1)
posibles inhibidores en la orina (nucleasas, proteasas bacterianas, etc.) que difi-
cultan la extraccidn de dcidos nucleicos y la amplificacion (Fernindez-Soto et al,
2013); 1v) posible degradacion del escaso ADN de S. haematobinm presente en
la orina tras un incorrecto mantenimiento de la cadena de frio en condiciones de
campo (por mdltiples ciclos de congelacién/descongelacién) y posterior trans-
porte al laboratorio de referencia desde zona endémica (Gandasegui et al, 2015)
y, por ultimo, v) no habria que descartar algin posible error técnico al realizar
el ensayo Sh-LAMP.

Por otra parte, el resultado negativo mediante Sh-LAMP de las muestras de
orina parasitolégicamente negativas (esto es, aquellas en las que no se determiné
la presencia de huevos del parisito), asi como las muestras de donante sano sin
antecedente de infeccién posible con S. haematobium vy, por tanto, también nega-
tivas, confirma la ausencia de falsos positivos y, por tanto, una correcta realizaciéon

de la técnica Sh-LAMP.
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6. CONCLUSION

La facilidad de uso, la sencillez de interpretacion de los resultados, junto con
el alto nivel de reproducibilidad de los resultados demostrado en un laboratorio
de referencia respecto a la microscopia, sugieren que el ensayo Sh-LAMP disefiado
para la deteccidn especifica de ADN de S. haematobium puede ser una prueba
eficaz para el diagndstico molecular de la esquistosomiasis urogenital en condicio-
nes de campo en zonas remotas endémicas de la enfermedad. Su implementacién
podria ser muy ttil en estudios epidemiolégicos para el mapeo y posible control
de la esquistosomosis urogenital.
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