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1. Resumen 

 

Los alfavirus chikungunya (CHIKV) y Mayaro (MAYV) son arbovirus que provocan 

enfermedades febriles y artrogénicas de importancia médica, su diagnóstico se 

lleva a cabo principalmente en laboratorios de referencia los cuales cuentan con 

infraestructura especializada. Sin embargo, el establecimiento de sistemas de 

diagnóstico capaces de aplicarse en sitios de atención primaria facilitaría el 

diagnóstico oportuno y permitiría prevenir brotes con magnitudes epidémicas. El 

sistema de amplificación isotérmica mediada por asa (LAMP) consiste en la 

amplificación de ácidos nucleicos a una temperatura constante debido al diseño 

especializado de los primers y al uso de la polimerasa Bst la cual tiene actividad 

helicasa. Además, es posible detectar los productos de amplificación de manera 

cualitativa debido al uso de compuestos colorimétricos sensibles al cambio de pH 

como el rojo de fenol. Por estas características, el ensayo de LAMP ha sido 

propuesto para el diagnóstico viral en sitios de atención primaria. El objetivo de 

este estudio fue establecer dos ensayos de LAMP para la detección de los virus 

CHIKV y MAYV acoplados a la detección de productos mediante colorimetría 

usando rojo de fenol. Se diseñaron los sets de primers para los ensayos de LAMP 

CHIKV y LAMP MAYV dirigidos al gen nsP1. La estandarización de los ensayos se 

realizó modificando la concentración de los primers, la temperatura y el tiempo de 

amplificación de los ensayos. Los productos de amplificación se visualizaron 

mediante gel de agarosa y mediante colorimetría usando rojo de fenol. Se incluyó 

el RNA de Dengue serotipo 2 (DENV-2) y Zika (ZIKV) como control de 
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especificidad. Se obtuvieron dos sistemas específicos y sensibles para CHIKV y 

MAYV ya que no amplificaron DENV-2 ni ZIKV y el límite de detección del LAMP 

CHIKV fue de 1x104 copias/µL (2.1×10-6 ng/µL), mientras que el del LAMP MAYV 

fue de 1x103 copias/µL (2.16×10-7 ng/µL). El sistema de detección colorimétrico de 

productos usando rojo de fenol permitió interpretar los resultados a simple vista. 

Los sistemas LAMP CHIKV y LAMP MAYV tienen el potencial de ser aplicados en 

vigilancia epidemiológica y para el diagnóstico en sitios de atención primaria.  
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2. Abstract 

 

The alphaviruses chikungunya virus (CHIKV) and Mayaro virus (MAYV) are 

arboviruses that cause febrile and arthrogenic diseases of medical importance, 

their diagnosis is carried out mainly in reference laboratories which have 

specialized infrastructure, however, the establishment of diagnostic systems 

capable of being applied in sites of point of care would facilitate timely diagnosis 

and prevent outbreaks with epidemic magnitudes. The loop-mediated isothermal 

amplification system (LAMP) involves in the nucleic acids amplification at constant 

temperature due to the specialized design of primers and the use of the Bst 

polymerase with helicase activity. In addition, it is capable of qualitative detection 

of amplification qualitatively due to the use of colorimetric compounds sensitive to 

pH change such as phenol red. Due to these characteristics, the LAMP assay has 

been proposed for viral diagnosis in sites of point of care. The aim of this study 

was to establish respective LAMP assays for the detection of CHIKV and MAYV 

with detection by colorimetry using phenol red. Primer sets were designed for 

LAMP CHIKV and LAMP MAYV assays targeting the nsP1 gene. Standardization 

of the assays was carried out by modifying primers concentration, temperature and 

amplification time. The amplification products were visualized by agarose gel and 

by colorimetry using phenol red. RNA from Dengue serotype 2 (DENV-2) and Zika 

(ZIKV) were included as controls. Two specific and sensitive LAMP systems for 

CHIKV and MAYV were obtained since they did not amplify DENV-2 or ZIKV and 

detection limit of LAMP CHIKV was 1x104 copies/µL (2.1×10-6 ng/µL), while that of 
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LAMP MAYV was 1x103 copies/µL (2.16×10-7 ng/µL). The colorimetric product 

detection system using phenol red allowed the results to be interpreted with naked 

eye. The LAMP CHIKV and LAMP MAYV systems have the potential to be applied 

in epidemiological surveillance and for diagnosis in sites of point of care. 
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3. Introducción 

La familia Togaviridae se compone de un único género llamado Alphavirus 1 (o 

alfavirus) al cual pertenecen virus  de RNA transmitidos por vector que son 

causantes de cuadros febriles, artralgia y encefalitis 2.  

 

3.1 Generalidades de los alfavirus 

El género Alphavirus 1–3, comprende a virus transmitidos por mosquitos, que 

mantienen un ciclo de transmisión entre vectores y hospederos susceptibles como 

humanos, aves, primates y otros mamíferos. Estos virus están asociados a 

sarpullidos, enfermedades artríticas y cuadros de encefalitis 2,4. A este género 

pertenecen virus como chikungunya (CHIKV), O'nyong-nyong (ONNV) Ross River 

(RRV) y Mayaro (MAYV) 3,4. 

Los alfavirus son virus envueltos con un diámetro aproximado de 70 nm,  se 

caracterizan por tener una envoltura lipídica derivada de la célula huésped, y en 

ella están embebidos trímeros de heterodímeros compuestos por las 

glicoproteínas virales E1 y E2 que permiten al virión unirse a su receptor en la 

célula blanco 2–4. Dentro de la envoltura se encuentra la nucleocápside icosaédrica 

con simetría T=4, que resguarda una copia del genoma viral de RNA 

monocatenario en sentido positivo (ssRNA+), con una longitud aproximada de 

11,400 - 12,000 nucleótidos (Figura 1). El genoma tiene un extremo 5' con cap 

metilguanilato y un extremo 3' de poliadenilato, similar a los RNAs mensajeros 

celulares eucarióticos 2–5.  
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Figura 1 Virión de los alfavirus. Estructura del virión de los alfavirus. Modificado de SIB 
Instituto Suizo de Bioinformática, 2017.   

 

El genoma viral (Figura 2) codifica para dos tipos de proteínas virales: 

estructurales y no estructurales. Las proteínas no estructurales, nsP1, nsP2, nsP3 

y nsP4, se traducen a partir del marco abierto de lectura en el extremo 5' 2,4, en las 

fases iniciales de la infección se generan las poliproteínas P123 y P1234 las 

cuales posteriormente serán procesadas por la proteasa nsP2 y darán origen a las 

proteínas no estructurales individuales.  

La proteína nsP1 tiene actividad de guanina-7 metiltransferasa y guaniltransferasa, 

con lo que cataliza la síntesis de la capucha (cap) en el RNA. También nsP1 está 

involucrada en la unión de los complejos de replicación en las membranas 

celulares, para la formación de las fábricas virales en la superficie de la membrana 

de endosomas. La proteína nsP2 tiene actividad helicasa y proteasa 2,4. La 
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proteína nsP3, es una proteasa 6 que además está involucrada en la síntesis del 

RNA viral y en el transporte nuclear 2,4.  Por último, nsP4 es una RNA polimerasa  

para RNA con sentido positivo y negativo 2,4.  

Las proteínas estructurales son codificadas por un RNA subgenómico cercano al 

extremo 3'; a partir de este se genera un polipéptido compuesto por la proteína de 

la cápside (C), los precursores de las proteínas de la envoltura (E1, E2 y E3) 2,4 y 

la proteína 6K 7, las cuales serán escindidas por proteasas celulares como la 

furina y por autoproteólisis como es el caso de la cápside4,8 (Figura 2). 

 

 

Figura 2. Expresión del genoma de los alfavirus. Expresión de las proteínas 
estructurales y no estructurales de los alfavirus a partir de los dos marcos abiertos de 
lectura del genoma viral, en la parte inferior se muestra esquemáticamente las regiones 
de escisión de las proteasas virales y celulares. Modificado de SIB Instituto Suizo de 
Bioinformática, 2017. 
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3.2  Ciclo de replicación 

El primer paso en el ciclo de replicación es la unión de los viriones al receptor en 

la célula hospedera mediante la interacción de éste con las proteínas de envoltura, 

E1 y E2 (Figura 4) 9,10. Hasta el momento no se ha identificado un receptor común 

para todos los alfavirus, sin embrago, se han propuesto receptores como la 

proteína de macrófagos asociada a la resistencia natural (NRAMP), la proteína 8 

asociada a la remodelación de la matriz (Mxra8) y el receptor de laminina 9. 

Posteriormente, el virus entra a la célula por endocitosis mediada por clatrina 11. 

Dentro de los endosomas, los heterodímeros de las proteínas de envoltura son 

desestabilizados debido a cambios conformacionales provocados por la 

acidificación del medio 10,12. La proteína E1 en su nueva conformación es capaz de 

trimerizarse y unirse a la membrana de los endosomas, formando un poro que 

permite la salida de la nucleocápside hacia el citoplasma 9,10,12. Posteriormente, la 

nucleocápside se desensambla en el citoplasma debido a la interacción de las 

proteínas de cápside con ribosomas del citosol, esta interacción desestabiliza la 

estructura de la nucleocápside y permite la liberación del genoma viral en el 

citoplasma 12–14. 

A partir del RNA genómico viral (gRNA) se transcriben las proteínas no 

estructurales nspP1-nsP4 8, las cuales forman fábricas virales, o complejos de 

replicación (Figura 3), en la superficie de las membranas de los endosomas 15; en 

ellas se sintetiza la cadena negativa del genoma viral, formando un RNA de doble 

cadena (dsRNA) 16.  
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Figura 3. Complejo de replicación de los alfavirus. La replicación de los alfavirus se 
lleva a cabo en complejos de replicación en la superficie de endosomas. A) Complejos de 
replicación de CHIKV, imagen obtenida a partir de criotomografía electrónica. Modificada 
de Tan et al, 2022. B) Esquema del complejo de replicación donde se muestran las 
proteínas no estructurales (nsP1-nsP4), la esférula formada por membrana de endosomas 
y el genoma viral de RNA. Modificada de Thaa et al, 2015. 

 

A partir de la cadena negativa del RNA viral, se replicará el genoma y se 

sintetizará el mRNA subgenómico, el cual es traducido en una poliproteína 

precursora de las proteínas estructurales C-E3-E2-6K-E1 4,15. La proteína de la 

cápside (C) es la primera en ser traducida y es escindida de la poliproteína 

mediante autoproteólisis8. Por otra parte, la poliproteína E3-E2-6K-E1 continúa su 

síntesis en el retículo endoplásmico debido a una señal de translocación presente 

en el extremo N-terminal de la poliproteína naciente 8. En el retículo endoplásmico, 

la poliproteína es procesada por las proteasa endógenas dando origen a las 

proteínas E3-E2 (poliproteína también llamada pE2 o precursor de la proteína E2), 

6K y E1, para posteriormente formar los heterodímeros pE2-E1. Otras 
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modificaciones postraduccionales que sufren las proteínas de envoltura en el 

retículo endoplásmico son la glicosilación y la palmitoilación 4.  

Mediante el transporte vesicular trans-Golgi, las proteínas de envoltura viajan del 

retículo endoplásmico al aparato de Golgi, en donde la poliproteína pE2 es 

procesada proteolíticamente por furinas, dando lugar a las proteínas E2 y E3 y 

permitiendo la activación de la espícula de envoltura E2-E1, la cual es 

transportada a la membrana plasmática 17,18. Por último, las proteínas de cápside, 

presentes en el citoplasma, se asocian con el RNA genómico viral y se polimerizan 

formando la nucleocápside, la cual es reclutada en la membrana plasmática que 

contiene las proteínas de envoltura 8. Para el ensamble y salida por gemación de 

los viriones, es indispensable la interacción de la nucleocápside con las proteínas 

E2 de membrana y la interacción lateral de las espículas de las proteínas de 

envoltura 19. También se ha reportado que la proteína 6K, la cual es una viroporina 

con propiedades de canal iónico, está involucrada en la salida de los viriones 

mediante mecanismos que aún permanecen desconocidos 7,20. 
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Figura 4. Ciclo de replicación de los alfavirus. Modificado de Schwarts et al, 2010. 
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3.3  Ciclos de transmisión de los alfavirus 

Los alfavirus de importancia médica, al igual que otros arbovirus, son transmitidos 

por un vector y requieren de un huésped para replicarse 21,22.  

La diversidad de los vectores, así como de los animales huésped permiten el 

establecimiento de tres ciclos de transmisión: ciclo selvático, ciclo rural y ciclo 

urbano 23–27 (Figura 5). El ciclo principal en el que se transmiten los alfavirus, es el 

ciclo selvático, este se mantiene debido a la transmisión de los alfavirus entre 

primates no humanos, pequeños mamíferos, marsupiales, aves 21,22,25,28 y los 

mosquitos de distribución selvática como Aedes furcifer, Ae. taylori, Ae. 

luteocephalus, Ae. africanus, Ae. neoafricanus, Haemagogus sp, Sabethes sp y A. 

scapularis 21–23,29–31. Sin embargo, existe el “spill over” o derrame de transmisión 

de los alfavirus desde el ciclo selvático a los demás ciclos mediante diversos 

mecanismos 21–26,32–35.  

Los mosquitos ocupan nichos ecológicos en los ecosistemas, la especialización de 

estos a condiciones ambientales y de alimentación permite la contención parcial 

del ciclo selvático en áreas naturales23,36,37, a pesar de ello, algunas especies de 

mosquitos de los géneros Aedes, Cullex y Psorophora, son artrópodos 

generalistas capaces de habitar en las zonas periféricas de las áreas naturales y 

de adaptarse a áreas rurales y urbanas 31. Por ejemplo, se ha reportado que 

algunas poblaciones de mosquitos tienen hábitos selváticos durante el día, y por la 

noche se trasladan a villas aledañas para alimentarse 23, por lo que el movimiento 

y migración de los vectores es un factor importante para el derrame desde el ciclo 

selvático 23,32.  
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El ciclo rural se mantiene debido a la transmisión entre humanos, animales 

domésticos y los mosquitos vectores como: Opifex sp, Culex sp, Ae. aegypti y Ae. 

albopictus, Psorophora sp, Mansonia uniformis y Coquillettidia sp 23,30,38,39. El 

incremento de las poblaciones humanas, actividades agrícolas, forestales, 

ganaderas y de turismo que impliquen la exposición de las personas a zonas de 

distribución de los vectores de los alfavirus, propicia el derrame desde ciclos 

selváticos y la aparición de brotes en zonas rurales, y ocasionalmente en zonas 

urbanas 22,23,25,27,30,34,35,40. 

El ciclo de transmisión urbano se mantiene entre humanos y mosquitos de 

distribución urbana como Ae. aegypti, Ae. albopictus y Anopheles stephensi, 

22,25,31–33,39, este ciclo se puede establecer debido al traslado de personas 

infectadas a zonas urbanas y la expansión de la distribución de mosquitos 

transmisores 22,24,26,33,35.  

El surgimiento de brotes de importancia epidémica depende de múltiples factores 

como: nivel de precipitación, temperatura, cambio climático, migraciones de los 

vectores y huéspedes, aumento de las poblaciones de vectores y huéspedes, 

crecimiento poblacional humano, cambio de uso de suelo, actividades económicas 

en las zonas de circulación de los alfavirus, poca infraestructura de las áreas 

rurales/urbanas, existencia y aplicación de medidas de contención de vectores, 

entre otros factores bióticos y abióticos 21,22,26,32,35–37,41.  

Por último, es importante destacar que factores moleculares, intrínsecos de los 

alfavirus, como la aparición de mutaciones en las proteínas de envoltura (E1 y E2) 
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propician el cambio de uso de receptores y con ello la expansión a nuevos 

vectores y huéspedes 33,34,42–44.  

 

Figura 5. Ciclos de transmisión de los alfavirus. Ciclo de transmisión selvático, rural y 
urbano con imágenes representativas de los vectores y huéspedes amplificadores. 

 

3.4  Virus chikungunya 

El virus CHIKV fue aislado por primera vez en 1952 en Tanzania, su nombre 

significa "eso que te dobla" en Bantu, lenguaje de Makonde, Tanzania, y hace 

referencia a la postura que las personas infectadas toman debido al dolor 

articular39,45.  

El genoma de CHIKV es un ssRNA+ y tiene una longitud de 12kb; se han 

identificado cuatro genotipos con base a la secuencia del gen E1: Este, Central y 
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Sur de África (East-Central-South-Africa (ECSA), Océano Índico (ECSA-IOL), 

Oeste de África (West-Africa) y Asiático (Asian) 43,46. 

 

Epidemiología 

El CHIKV se ha dispersado a lo largo de cuatro continentes provocando brotes en 

África, Asia, Europa y América. En el 2004 se reportó una ola de brotes a lo largo 

del mundo en zonas tropicales y subtropicales. Ejemplos relevantes de estos 

brotes fueron los ocurridos en las islas del Océano Indico: Comoros, Mayotte, 

Seychelles, Mauritius y La Reunión con una variante del linaje ECSA (ECSA-IOL). 

En La Reunión, durante el 2005 y 2007, el 34% de la población fue afectada por la 

infección de CHIKV32,35,45. 

En el 2006 se reportaron casos en Europa, principalmente en Italia, Francia, 

Suiza, Alemania, Bélgica e Inglaterra 32,39,45,47.  

El primer causo autóctono de CHIKV en América fue reportado en el 2013 en la 

Isla San Martín con una variante del linaje Asiático y el segundo caso autóctono de 

América fue en Amapá, Brasil, en el 2014. En el 2015 se reportaron casos en 

Bolivia, Brasil, Colombia, Ecuador, Paraguay y Venezuela. Los genotipos 

reportados en América son mayoritariamente el Asiático y el ECSA en partes de 

Brasil 25,32,39,45 (Figura 6). 
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Figura 6. Epidemiología de CHIKV. Mapa de la distribución endémica de los genotipos 
de CHIKV, en círculos se muestran los periodos en los que se han reportado brotes de 
importancia epidémica. 

 

Historia Natural 

El ciclo selvático de CHIKV se mantiene debido a la transmisión entre primates no 

humanos y mosquitos de distribución selvática como Ae. furcifer, Ae. taylori, Ae. 

luteocephalus, Ae. africanus, and Ae. neoafricanus 29, mientras que el ciclo urbano 

se mantiene debido a la transmisión entre humanos y los mosquitos Ae. aegypti y 

Ae. albopictus principalmente 23,38,48. Otras especies de mosquitos vectores de 

CHIKV son Eretmapodites chrysogaster, Culex annulirostris, Mansonia uniformis, 

Anopheles stephensi, y Opifex fuscus 39. También se ha reportado trasmisión 

vertical del virus en humanos 49–51. 
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Después de la transmisión del virus a través de la picadura del mosquito, el CHIKV 

se replica en fibroblastos dérmicos, queratinocitos y melanocitos, desde las células 

de la piel los viriones viajan a través del sistema linfático hasta el bazo y ganglios 

linfáticos. Posteriormente, debido a la interacción del sistema linfático con el 

sistema circulatorio, los viriones entran al torrente sanguíneo lo cual permite que 

éstos lleguen hasta el hígado, músculos, articulaciones, y cerebro 29,52–54.  

El CHIKV es capaz de infectar células epiteliales, endoteliales, macrófagos 

derivados de monocitos, células de la cápsula de la articulación, células 

progenitoras de músculo (células satélite) y fibroblastos primarios 29,52–54.  

En los primeros siete días de la infección, se pueden alcanzar cargas virales de 

109 copias/ml de sangre 39,45,47. La historia natural de la infección por CHIKV se 

divide en tres etapas clínicas; fase aguda, fase post-aguda y fase crónica 39. 

 

Fase aguda. 

La fase aguda comienza posterior a la picadura del mosquito vector y tiene una 

duración aproximada de 21 días desde la aparición de las manifestaciones 

clínicas39.  

Después de un periodo de incubación de 2-4 días posteriores a la inoculación del 

CHIKV, los individuos infectados presentan una viremia de duración corta, 4-10 

días, y es a partir de ésta que se presentan las manifestaciones clínicas. como 

fiebre, poliartralgia/poliartritis, mialgia, dolor de cabeza, sarpullido y fotofobia. La 

poliartralgia y la poliartritis severos son características de la infección aguda por 
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CHIKV (72%-98% de los casos). Los síntomas se resuelven posterior 1-3 

semanas de la resolución de la viremia 39,53,55. Durante la fase aguda se ha 

reportado un aumento de mediadores pro-inflamatorios como MCP-1, IFN-

α/β, IFN-γ, IL- 6, TNF-α, MCP-1, IL-5, IL-7 e IL-15 42,55–57 los cuales se han 

asociado a la persistencia de síntomas aún después de la resolución de la viremia 

53,55–57. 

 

Fase post-aguda 

La fase post-aguda comprende desde el día 21 de la infección hasta los 3 meses 

posteriores a la fase aguda. El 50%-90% de los individuos infectados progresan a 

esta fase en la cual se presenta polialtralgia y poliartritis, bursitis, entesitis, y 

tenosinovitis. Algunos factores determinantes en la persistencia de los síntomas 

son la severidad de la fase aguda 39,53,55, edad (>65 años), viremia alta, la 

presencia de comorbilidades previas como enfermedades reumáticas, 

hipertensión, diabetes, enfermedades renales, enfermedades cardiacas y 

enfermedades autoinmunes 58–61. 

 

Fase crónica 

La fase crónica inicia a partir del término de la fase post-aguda y puede durar 

años. El porcentaje de pacientes que progresa a la fase crónica, es del 40-80% 

39,55. Esta fase se caracteriza por la presencia de cuadros de artralgia y artritis, 

además, se han descrito tres tipos de cuadros clínicos que difieren en cuanto a la 
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gravedad y tiempo en que se presentan los síntomas. En el primer tipo de cuadro 

clínico, los individuos se curan de forma progresiva y sin secuelas, de forma 

espontáneamente o posterior a recibir tratamiento. En el segundo tipo, los 

individuos tienen manifestaciones clínicas persistentes en las articulaciones. En el 

tercer tipo, los individuos tienen procesos inflamatorios severos y degenerativos de 

forma persistente 62. 

Hasta al momento no se ha determinado cual es la razón por la cual un gran 

porcentaje de las personas que se infectan de CHIKV progresan a la fase 

crónica63. Se han encontrado algunos posibles factores de predisposición como lo 

son: edad >45 años, presencia de enfermedades autoinmunes y enfermedades 

reumáticas previas, y gravedad, alta carga viral (>109 copias/mL) y respuesta 

inmunológica exacerbada durante la fase aguda 55,63–66. Sin embargo, durante la 

fase crónica se ha observado un aumento de los niveles de citocinas pro-

inflamatorias como IFN-α, IL-1β, IL-5, IL-6, IL- 10, IL-7, IL-15, IL-17 y TNF-α, las 

cuales provocan inflamación, apoptosis y reclutamiento de neutrófilos, linfocitos y 

macrófagos, que en conjunto guían el daño a las articulaciones, exacerbando los 

cuadros de artralgia 55,63–65,67. Se ha propuesto que la presencia de antígenos 

virales y la persistencia de la replicación viral en articulaciones podría ser la causa 

de los síntomas durante la fase crónica, sin embargo, hasta al momento no se ha 

logrado detectar RNA viral en tejido articular ni en líquido sinovial 63,64,66.  
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3.5  Virus Mayaro 

El MAYV es un virus perteneciente al género Alfavirus que fue aislado por primera 

vez en 1954 en Trinidad y Tobago 24,34, es un virus perteneciente al género 

Alfavirus, con genoma ssRNA+ de 11.5 kb del que se han identificado tres 

genotipos: genotipo D (ampliamente distribuido), L (limitado) y N (nuevo) 

distribuidos en el continente americano 24,27,32,34. 

 

Epidemiología 

Los brotes de MAYV se han reportado en Sudamérica y Centroamérica, 

particularmente en regiones cercanas a la amazonia. El MAYV ha provocado 

pequeños brotes en Trinidad y Tobago, Brasil, Bolivia, Ecuador, Venezuela, Perú, 

Guyana Francesa, Surinam y Haití 24,30,32,68, los cuales están relacionados con las 

épocas de lluvia donde aumentan las poblaciones de los vectores 24,69. En el caso 

de México, Panamá, Costa Rica, Guatemala y Honduras se ha encontrado 

únicamente evidencia serológica que apunta a la circulación de MAYV en estos 

países 30 (Figura 7). 
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Figura 7. Epidemiología de MAYV. Mapa de la distribución de los genotipos de MAYV, 
en círculos se muestran los periodos en los que se han reportado brotes de importancia 
epidémica y evidencia de circulación a partir de análisis serológicos. 

 

Historia Natural  

Las infecciones por MAYV son comunes en zonas cercanas a bosques tropicales 

y tiene un ciclo selvático y uno rural / urbano al igual que CHIKV. El vector 

principal del MAYV es el mosquito Haemagogus sp., también puede ser 

transmitido por mosquitos del género Aedes como Ae. aegypti y Ae. albopictus, los 

cuales tienen una distribución urbana. Los primates no humanos que habitan en 
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las zonas tropicales son considerados el principal reservorio natural del 

MAYV24,30,69. 

El MAYV tiene tropismo hacia macrófagos 70, pero se desconoce el receptor que 

usa para entrar a las células blanco 24. Posterior a la picadura del mosquito, los 

virus infectan a los monocitos presentes en sangre, y los viriones viajan por los 

vasos sanguíneos hacia el bazo, hígado, huesos, músculos y tejidos articulares71. 

El MAYV produce una enfermedad febril aguda con dolor e inflamación articular 

prolongado. Los síntomas asociados con la infección por MAYV son fiebre, 

artralgia, sarpullido, mialgia, dolor retroorbital, vómito y diarrea 30,69,71,72. Es posible 

diferenciar dos fases clínicas de la infección por MAYV; aguda y subaguda 71.  

 

Fase aguda 

Después de la inoculación del virus MAYV por la picadura del mosquito ocurre un 

periodo de incubación de 3-12 días 30,71,72, seguida de una viremia de corta 

duración (3-7 días) 30, que puede alcanzar valores de 105 unidades formadoras de 

placa (PFU)/ml de sangre 24. Durante la fase aguda se presentan signos y 

síntomas como fiebre, sarpullido en brazos, piernas, tronco y cara, dolor de 

cabeza, mialgia, dolor retro orbital, fotofobia, linfoadenopatía, vómito, diarrea y 

artralgia 24,34,69,71, que persisten por 1-2 semanas 69. 
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Fase subaguda 

La fase subaguda inicia posterior al cuadro clínico de la fase aguda y se 

caracteriza por la inflamación de las articulaciones, la cual puede persistir por 

semanas, incluso meses (5-12 meses), aún en la presencia de anticuerpos 

neutralizantes. El dolor de cabeza y la artralgia son persistentes hasta por 12 

meses después del término de la fase aguda y se presenta entre el 31%- 57% de 

los casos 24,34,71.  

 

 

3.6 Métodos de diagnóstico viral 

Para el diagnóstico de CHIKV y MAYV se ha hecho uso de técnicas como el 

aislamiento viral, identificación del genoma viral mediante técnicas como PCR en 

tiempo real acoplado a transcriptasa reversa (RT-qPCR), detección de 

inmunoglobulinas (Ig) o anticuerpos específicos como IgM e IgG mediante el 

ensayo de inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA), pruebas de 

inmunocromatografía y pruebas de inhibición de la hemaglutinación. La técnica 

utilizada para el diagnóstico depende de la fase de la infección en la que haya sido 

tomada la muestra. El ensayo RT-qPCR y el aislamiento viral se restringen a la 

viremia en la fase aguda, mientras que la detección de inmunoglobulinas se 

restringe a la fase aguda y posteriores 30,33,39,40,47,69. 
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3.7 Sistemas de amplificación isotérmica de ácidos nucleicos 

Los sistemas de amplificación isotérmica de ácidos nucleicos se llevan a cabo a 

una temperatura constante, y se caracterizan por ser procesos simples, rápidos y 

que eliminan la necesidad de equipo especializado. Algunos ejemplos de estos 

ensayos son la amplificación mediada por transcripción (TMA), la amplificación 

basada en la secuencia de ácido nucleico (NASBA), la amplificación de círculo 

rodante (RCA), la amplificación isotérmica de desplazamiento múltiple (IMDA) y la 

amplificación isotérmica mediada por asa (LAMP) 73–75. De los métodos 

anteriormente mencionados el ensayo LAMP destaca por la posibilidad de detectar 

los productos de amplificación de manera cualitativa a través de colorimetría, 

fluorescencia y turbidez 75,76. 

 

Ensayo de amplificación isotérmica mediada por asa (LAMP) 

En el 2000 Notomi, et al. desarrollaron el método LAMP 77 el cual ha sido 

propuesto ampliamente para su uso en sitios de atención primaria, para pruebas 

genéticas en lugares con recursos limitados y para pruebas rápidas de muestras 

medioambientales y alimenticias 78–82. Es un método que ha sido descrito como 

rápido, ya que es posible obtener resultados en >90 min 78,81,83; de alta 

sensibilidad y alta especificidad, comparables con las obtenidas por el qPCR 81,83–

85; de bajo costo, ya que para su realización se requiere únicamente de una fuente 

de calor, como una plancha térmica, para llevar a la reacción a una temperatura 
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isotérmica 78,81,83; y con la cualidad de que no es afectado por inhibidores como 

sangre, orina y anticoagulantes 81,86,87.  

El principio del ensayo de LAMP es la síntesis de una gran cantidad de productos 

de amplificación de ácidos nucleicos, mediante desplazamiento de cadena y la 

generación de una asa de amplificación 77–79.  

Los primers del LAMP tienen características diferentes a los usados de forma 

convencional en el PCR: consisten en dos a tres pares de primers diseñados a 

partir de seis u ocho regiones distintas del genoma de interés, los cuales son 

llamados primers externos (F3 y B3), primers internos (FIP y BIP)  y primers del 

asa o loop (FL y BL). Estos últimos pueden estar o no presentes durante la 

reacción de amplificación ya que su uso es principalmente para aumentar la 

eficiencia de la reacción y disminuir el tiempo de amplificación 77–79. 

Los primers externos F3 y B3, en sentido y antisentido respectivamente, son 

complementarios a la región F3c y B3c. Los  primers internos FIP y BIP, en 

sentido y antisentido respectivamente, son primers con dos dominios compuestos 

por una región F1c/B1c complementaria a la región F1/B1, un espaciador de 

timina, y una región F2/B2 complementaria a la región F2c/B2c. Durante la 

reacción únicamente se alinea en la secuencia blanco la región F2/B2 de los 

primers (Figura 8) 73,79,80 .  

Un tercer par de primers llamados FL y BL pueden ser incluidos para aumentar la 

cantidad de puntos de partida de amplificación, los cuales reconocen secuencias 
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entre F1/B1 y F2/B2 en el asa que se forma durante la reacción de LAMP (Figura 

9) 79,88. 

 

Figura 8. Primers de la reacción de amplificación isotérmica mediada por asa 
(LAMP). Regiones sentido y antisentido para el diseño de los primers de LAMP. En 

recuadros negros se muestra el nombre de los primers, en colores se muestran las 
regiones de hibridación de los primers internos (FIP y BIP) y primers externos (F3 y 
B3).Modificado de Tomita et al., 2008. 

 

La DNA polimerasa usada en esta reacción es llamada Bst polimerasa (Bst), la 

cual proviene de la bacteria Bacillus stearothermophilus, posee actividad helicasa, 

exonucleasa 5'-3', carece de actividad de corrección 3'-5' y usa como templado 

DNA. La temperatura óptima en la que trabaja la Bst es 60º-65ºC y pierde su 

estabilidad térmica a temperaturas mayores a 70º C 77,79,82. Actualmente existen 

en el mercado mutantes de la enzima Bst las cuales han sido diseñadas con el 

propósito de aumentar su temperatura óptima de trabajo a 60ºC – 70ºC 89,90 y 
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también para aumentar su capacidad de transcriptasa reversa, por lo que su uso 

permite amplificar con eficiencia RNA 89,91.  

La reacción de amplificación del ensayo LAMP, se lleva a cabo en tres fases: la 

fase no cíclica, la fase cíclica y la fase de elongación. En la fase no cíclica se 

utilizan los primers internos y externos; en la fase cíclica y en la fase de 

elongación se usan los primers internos y los del loop 92,93. Debido a esto, los 

primers de externos están en concentraciones menores a comparación de los 

primers internos y los del loop 94. En la fase de elongación se completan las dobles 

cadenas obteniendo productos largos. 

A continuación se describe la reacción de LAMP a partir de una sola hebra de 

DNA. En la fase no cíclica (Figura 9A), la secuencia F2 de FIP, se alinea con su 

secuencia blanco mientras que la región F1c de FIP no es capaz de alinearse; a 

partir de FIP se sintetiza una primera cadena. En el espacio libre entre su 

secuencia blanco y la secuencia de F1c de FIP, el primer externo F3 puede 

alinearse y se sintetiza una segunda cadena a partir de F3. La síntesis de la 

segunda cadena provoca el desplazamiento de la cadena sintetizada a partir de 

FIP. La cadena desplazada tiene en su extremo 5’ la secuencia F1c de FIP por lo 

que por complementariedad de bases la secuencia de F1c se une a la región F1, 

formando un primer bucle o asa. En el extremo 3', ocurre el mismo proceso con los 

primers BIP y B3. Como resultado, la cadena generada es una secuencia con 

extremos que contienen la secuencia F1 y B1, complementarias a las secuencias 

internas F1c y B1c, por lo que se forma una estructura de doble asa.  
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En la segunda fase  (Figura 9B), a partir de la estructura de doble asa se producen 

de forma cíclica estructuras de doble asa con los extremos F1 y B1 

complementarios a las regiones internas del templado (F1c y B1c); los primers 

involucrados en este proceso son FIP y BIP 80,92,93,95. Los primers del loop, FL y 

BL, son capaces de hibridarse en las estructuras de doble asa. Durante esta fase 

también se forman estructuras intermedias de una asa que son el templado para la 

fase de elongación 80,92,93,95.  

En la fase de elongación (Figura 9C), a partir de la hibridación de los primers  FIP, 

BIP, FL y BL en las estructuras intermedias de una asa, se forman estructuras de 

varios tamaños que consisten en repeticiones invertidas de la secuencia objetivo 

en la misma hebra 78,80,95.    
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Figura 9. Reacción de amplificación del ensayo LAMP. Fases de la reacción de 
amplificación del ensayo LAMP. A) Fase no cíclica en la que se produce la estructura de 
doble asa. B) Fase cíclica de producción de estructuras de doble asa. C) Fase de 
elongación de LAMP. En recuadros negros se muestra el nombre de los primers, en 
colores se muestran las regiones de hibridación de los primers internos (FIP y BIP), 
primers externos (F3 y B3) y primers del loop (FL y BL), y con una flecha azul el extremo 
3’ de las asas. Modificado de Tomita et al., 2008. 

 

Detección de productos de los ensayos LAMP 

El ensayo de LAMP tiene diversos métodos de detección de productos (Figura 10); 

uno de ellos es por electroforesis en geles de agarosa en el que se observan 

múltiples bandas formando una escalinata o barrido que corresponde a los 

productos de tallo y asa con tamaño y complejidad diferente. Otros métodos de 

detección de productos son por fluorescencia y colorimetría 78,79.  

El método por fluorescencia consiste en la detección de productos mediante 

calceína la cual actúa como quelante de iones de Mg2+. Durante la reacción de 

polimerización de DNA, los iones de Mg2+ del medio de la reacción entran en 

contacto con el compuesto calceína-Mn2+, sustituyendo a los iones de Mn2+ en el 

compuesto de calceína, aumentando la concentración de iones libres de Mn2+ y 

disminuyendo los iones Mg2+. Como resultado, la calceína emite fluorescencia 

bajo la luz UV y se observa un viraje de color naranja a verde 96–98.  

El método colorimétrico consiste en la determinación de productos mediante el 

viraje de color de la reacción debido al uso de compuestos sensibles al cambio de 

pH; por ejemplo, se ha utilizado el rojo de fenol el cual vira de color a pH 6.8. En la 

reacción de LAMP, durante la polimerización de la cadena naciente de DNA, es 



31 
 

liberado pirofosfato y protones (H+), provocando la acidificación de la reacción, el 

rojo de fenol vira de color rojo a amarillo con esta caída del pH 97,99. 

 

Figura 10. Sistemas de detección de productos de LAMP. A) Visualización de 
productos por gel de agarosa, B) Visualización de productos por método colorimétrico y 
de fluorescencia con calceína. Modificado de Wu et al., 2018. C) Visualización de 
productos por método colorimétrico con rojo de fenol. Modificado de New England 
BioLabs Inc., 2021. 
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4. Antecedentes 

El CHIKV fue aislado por primera vez en Tanzania en 1952, se ha dispersado a lo 

largo de cuatro continentes provocando brotes en África, Asia, Europa y 

América39,45. En México el primer caso importado de CHIKV fue reportado en junio 

del 2014, mientras que el primer caso autóctono fue reportado en septiembre del 

mismo año, con un total de 222 casos confirmados al finalizar el 2014. Para el 

2015 se registraron 12,588 casos confirmados en 28 estados de México. En el 

2016 se reportaron 759 casos, y se observó  una tendencia descendente de los 

casos 100. En el  2018, se confirmaron 39 casos en 11 entidades federativas 101.  

El virus de MAYV, aislado por primera vez en Trinidad y Tobago en 1954, se ha 

expandido por América del Sur, sin embargo, hay evidencia que apunta que es un 

virus circulante desde 1904 y 1914. Posterior al primer caso confirmado se han 

reportado casos en Brasil, Colombia, Bolivia, Surinam, Perú, Estados Unidos de 

América (casos importados de Perú y Bolivia), Ecuador, Guayana Francesa, 

Venezuela, Panamá, México y Haití. El brote más reciente fue en el 2018 en Perú, 

con 35 casos, sin embargo, se han reportado más casos dispersos a lo largo del 

país. En el año 2006 en México, Navarrete-Espinosa et al., realizaron un estudio 

retrospectivo en el cual encontraron anticuerpos específicos a MAYV en dos 

posibles casos 102. Debido a la amplia distribución de los vectores de MAYV en 

México, es muy probable que los casos en nuestro país aumenten de forma 

paulatina, por lo que es de suma importancia el establecimiento de un sistema de 

diagnóstico adecuado que permita de detectar la circulación del virus, monitoreo 

de la diseminación geográfica y monitoreo de los linajes circulantes, que en 
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conjunto con el monitoreo de otros arbovirus, permitirían detectar y prevenir brotes 

con magnitudes epidemiológicas 40.  

 

5. Justificación  

CHIKV y MAYV son virus que se mantienen en ciclos de transmisión selváticos, 

rurales y urbanos debido a la distribución de sus vectores por lo cual 

potencialmente se puede presentar brotes en sitios que carecen de la 

infraestructura necesaria para llevar a cabo ensayos de diagnóstico, siendo de 

vital importancia generar ensayos capaces de realizarse en los sitios de atención 

primaria.  

El ensayo LAMP es una técnica sensible y específica, ampliamente propuesta 

para la detección de patógenos como Mycobacterium tuberculosis 79,103, Zika 104–

107, Dengue 108,109 y chikungunya 109–111. Actualmente no se cuenta con un ensayo 

LAMP CHIKV con detección de productos usando colorimetría que contemple, 

para el diseño de sus primers, las secuencias de aislados mexicanos. Por otra 

parte, no se ha reportado la estandarización de ensayos de LAMP para la 

detección de MAYV. 

El ensayo LAMP requiere de poca infraestructura, es sensible, específico y provee 

resultados fáciles de interpretar como cambio de color 79, por lo que podría 

emplease para el diagnóstico de CHIKV y MAYV en sitios de atención primaria.  
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6. Objetivo 

Establecer dos sistemas de detección del genoma de los virus chikungunya y 

Mayaro mediante la técnica de LAMP.  

 

Objetivos particulares 

 Establecer un ensayo de LAMP para la detección del virus chikungunya 

acoplado a la detección de productos mediante colorimetría. 

 Establecer un ensayo de LAMP para la detección del virus Mayaro 

acoplado a la detección de productos mediante colorimetría. 
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7. Metodología 

7.1 Material biológico 

Para la obtención del control positivo de CHIKV se hizo uso del RNA del aislado 

de CHIKV (CHIK033). Para la obtención del control positivo de MAYV se hizo uso 

del plásmido pUCIDIT-AMP MAY DUO donado por el Dr. Edgar Sevilla del Instituto 

Nacional de Enfermedades Respiratorias “Ismael Cosío Villegas”. 

Como controles de especificidad se usaron de RNAs de Dengue serotipo 2 

(DENV-2) y Zika (ZIKV).  

El RNA viral proviene de sobrenadantes de cultivos de células Vero infectadas por 

3-5 días con CHIKV, DENV  y ZIKV.  

 

7.2 Diseño de primers para LAMP CHIKV y MAYV 

CHIKV 

Para el diseño de los primers del ensayo de LAMP CHIKV se obtuvo una 

secuencia consenso de una región conservada del gen nsP1, para ello se 

descargaron las 635 secuencias disponibles de genomas completos de CHIKV en 

el Gen Bank de NCBI, de las cuales se tomó una muestra aleatoria de 100 

secuencias, haciendo uso del script reformat.sh de BBTools V 38.84 112 para 

Ubuntu. Adicionalmente se utilizaron 9 secuencias que corresponden a los 

aislados mexicanos: KT327167.2, KT327166.2, KT327165.2, KT327163.2, 

KT327164.1 113, KP851710.1, KP851709.1 114, MG921596.1 115 y la secuencia de 

referencia NC_004162.2 (genotipo Africano) 116. 
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Las 109 secuencias seleccionadas fueron alineadas por MUSCLE en el software 

MEGA X 117, en conjunto con 10 secuencias parciales del gen nsP1 (LC461588.1, 

EF538884.1, EU188923.1, AF394212.1, AM396995.1, DQ489788.1, EF538889.1, 

EF538888.1, HQ225610.1 y KF543374.1) para identificar el gen nsP1 en el 

genoma viral. A partir del alineamiento de las secuencias del gen de nsP1 de 

CHIKV, se obtuvo una secuencia consenso con la función “cons” del software 

EMBOSS 118.  

La secuencia consenso se utilizó para el diseño de los sets de primers de LAMP 

(FIP, BIP, F3, B3, FL, BL) en el software PrimerExplorer V.5 (Eiken Chemical Co. 

LTD, Tokyo, Japón, http://primerexplorer.jp/e).  

Se usaron los siguientes parámetros para el diseño de los primers: contenido de 

GC de 40-60%, longitud de los primers de 15-25 nt, temperatura de alineación 

(Tm) de 59-66°C, la diferencias entre la Tm de los primers del set <5ºC (Tabla 1). 

También se consideró que los valores de ΔG de la estabilidad del extremo 3’ y 5’  

fueran menores a -4 y que los valores de ΔG para la formación de dímeros fueran 

mayores a -2.50 80,119.   

Las distancias entre las regiones que reconocen los primers deben de cumplir las 

características mostradas en la Figura 11.  

 

 

 

 

http://primerexplorer.jp/e
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Tabla 1. Longitud y Tm considerada para el diseño de primers de LAMP 

Primer Longitud (pb) Tm (ºC) 

F3/B3 18-20 64-66 

F2/B2 18-20 59-61 

F1c/B1c 20-22 59-61 

FL/BL 15-22 60-66 

 

 

Figura 11. Distancias para el diseño de primers de LAMP. 

 

Para mejorar la formación de la estructura de asa, se agregó un espaciador de 

cuatro timinas (poly T linker) entre la secuencia F2 y F1c del primer FIP; y entre B2 

y B1c del primer BIP 119. Otro parámetro a contemplar para el diseño de los 

primers es la longitud del asa de amplificación la cual debe ser menor o igual a 

280pb78,79,119. 

A partir del set de primers generado se diseñaron primer Loop (FL y BL) en el 

Sofware PrimerExplorer V5, contemplando las características antes mencionadas. 

Por último, se analizó la especificidad in silico de los primers mediante su análisis 

en el software BLAST de NCBI 120. 
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MAYV 

Para el diseño de primers de LAMP MAYV se utilizaron las 39 secuencias de 

genomas completos de MAYV disponibles en GeneBank (NCBI) y la secuencia 

DQ138320.1 de nsP1 de MAYV para identificar la secuencia de nsP1 en el 

genoma completo. Las secuencias seleccionadas fueron alineadas por MUSCLE 

en el software MEGA X 117 y el alineamiento fue editado manualmente para 

obtener 39 secuencias del gen de nsP1 de MAYV, a partir de ellas se obtuvo una 

secuencia consenso de nsP1 con la función “cons” del software EMBOSS 118. 

Sin embargo, debido a que en México no hay disponibilidad de aislados de MAYV 

a causa de que no ha sido detectado en circulación, era necesario que se 

sintetizara la región del gen nsP1 de MAYV a la cual están dirigidos los primers de 

LAMP. El Dr. Edgar Sevilla del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias 

“Ismael Cosío Villegas” amablemente nos proporcionó el plásmido pUCIDIT-AMP 

MAY DUO el cual tiene insertado una región de 200pb que abarca 

aproximadamente de la base 535 a la 717 del gen nsP1 de MAYV (Figura 12). La 

secuencia consenso previamente obtenida tiene una longitud de 381 pb, la cual 

contiene la misma secuencia de 200pb del plásmido pUCIDIT-AMP MAY DUO, por 

lo que se optó por diseñar el set de primers del LAMP MAYV a partir de la 

secuencia de 200pb del gen nsP1 del plásmido. Se tomaron en cuenta las 

características antes mencionadas para su diseño. 
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Figura 12. Plásmido pUCIDIT-AMP MAY DUO. Plásmido de clonación con una región de 
200 pb del gen nsP1 de MAYV. Graficado en PlasMapper Version 2.0 
http://wishart.biology.ualberta.ca/PlasMapper/  121. 

 

 

 

 

 

 

http://wishart.biology.ualberta.ca/PlasMapper/
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7.3  Extracción de RNA 

La extracción del RNA viral de CHIKV, DENV y ZIKV, se realizó con el kit QIAamp 

Viral  RNA Mini Kit (Qiagen), siguiendo las especificaciones del proveedor. El RNA 

fue cuantificado mediante espectometría a 260 nm en NanoDrop 1000 (Thermo 

Scientific) y alicuotado para su almacenamiento a -80 °C, hasta su uso. 

 

7.4  Obtención de controles positivos para LAMP CHIKV y MAYV 

CHIKV 

Para evaluar posibles falsos negativos y optimizar el uso del RNA de CHIKV se 

obtuvieron controles positivos que consistían en cDNA (DNA complementario) 

producto de reacciones de RT-PCR usando los primers CHIKV-F3, CHIKV-B3 y 

RNA del aislado CHIK033. Se empleó el kit SuperScript One-Step RT-PCR 

(Invitrogen™) modificando el protocolo del proveedor. La mezcla de reacción 

contenía: 3.13 μL Buffer 2X (0.4 mM de cada dNTP y 2.4 mM de MgSO4), 0.125 

μL de SuperScript™ III RT/Platinum™ Taq Mix y 0.125 μL de los primers CHIKV-

F3 y CHIKV-B3 (10 μM), se empleó 0.3 μL del RNA de CHIKV y se llevó a un 

volumen final 6.25 μL con agua. Como control negativo se usó agua desionizada. 

Las condiciones en el termociclador (Biometra) fueron las siguientes: un paso de 

retrotranscripción de 30 minutos a 50ºC, un ciclo de pre-desnaturalización de 2 

minutos a 94ºC, 40 ciclos de (20 segundos a 94ºC, 20 segundos a 60ºC, 20 

segundos a 72ºC) y un paso de extensión final de 5 minutos a 72ºC. A partir de 

estas reacciones se obtuvo un fragmento de cDNA de doble cadena de 
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aproximadamente 196 pb que fue precipitado con etanol (EtOH). Los productos de 

PCR fueron llevados a un volumen de 36 µL con H2O y se completó con EtOH 

95% hasta un volumen final de 100 µL, se incubó por 15 min a temperatura 

ambiente, y posteriormente la mezcla fue centrifugada a 10,035 g por 20 minutos, 

decantando el sobrenadante. En el mismo tubo, se agregaron 250 µL de EtOH 

70% y se centrifugó por 10 min a 10,035 g, decantando el sobrenadante. Los 

productos fueron secados con rotación por 10 minutos a 45ºC para ser 

resuspendidos en 20 µL H2O e incubados en agitación por 10 min a 60ºC. Por 

último, el control positivo fue cuantificado mediante espectometría a 260 nm en 

NanoDrop 1000 (Thermo Scientific) y almacenado a 4°C, hasta su uso. 

 

MAYV 

Para la obtención del control positivo de MAYV se utilizó el plásmido pUCIDIT-

AMP MAY DUO. Para ello, se realizó la amplificación por PCR de punto final del 

fragmento del gen nsP1 del plásmido pUCIDIT-AMP MAY DUO haciendo uso de 

los primers MAYV-F3 y MAYV-B3. La mezcla de reacción de PCR de punto final 

contenía: 2.5 μL de Ex Taq Buffer 2X (4 mM Mg2+), 0.25 μL TaKaRa Ex Taq HS 

(1.25 U/25 μL) (Takara Bio USA, Inc.), 2 μL de dNTP Mixture 2X (0.4 mM de cada 

dNTP) y 0.5 μL de los primers MAYV-F3 y MAYV-B3 (10 uM), se empleó 3 μL del 

plásmido pUCIDIT-AMP MAY DUO y se llevó la reacción a un volumen final 25 μL 

con agua. Las condiciones en el termociclador (Biometra) fueron las siguientes: un 

paso de desnaturalización del anticuerpo unido a la enzima TaKaRa Ex Taq HS 

(Takara Bio USA, Inc.) de 1 minuto a 98ºC, 40 ciclos de (10 segundos a 98ºC, 30 
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segundos a 69ºC, 20 segundos a 72ºC) y un paso de extensión final de 5 minutos 

a 72ºC. Los productos fueron purificados por gel de agarosa al 2% con el kit de 

purificación FavorPrep GEL/PCR Purification kit (Favorgen) siguiendo las 

instrucciones del proveedor. Por último, los productos fueron cuantificados 

mediante espectometría a 260 nm en NanoDrop 1000 (Thermo Scientific) y 

almacenados a 4 °C, hasta su uso. 

 

7.5  Estandarización del LAMP CHIKV y MAYV acoplado a detección de 

productos por colorimetría 

Para la estandarización de los ensayos LAMP CHIKV y LAMP MAYV, se hizo uso 

del WarmStart Colorimetric LAMP 2X Master Mix (BioLab) que contiene Bst 2.0 

WarmStart DNA Polymerase, WarmStart RT, dNTPs, MgSO4 y rojo de fenol, se 

realizaron ensayos modificando la concentración de primers, temperatura y tiempo 

de amplificación. Para la determinación de la concentración de los primers se 

realizaron reacciones de LAMP con las concentraciones iniciales recomendadas 

por el proveedor (Biolab)94 para los primers externos y del loop (0.2 μM y 0.4 μM, 

respectivamente) y 1 μM de primers internos. A partir de estas condiciones se 

realizaron reacciones modificando la concentración de cada uno de los primers 

como lo muestra la Tabla 2. Las reacciones se realizaron con 1µL de control 

positivo (CHIKV, 2.1X10-2 ng/µL (1x108 copias/ µL); MAYV, 2.16x10-5 ng/µL (1x105 

copias/ µL)), en un volumen final de 6.25 μL a 65ºC. El tiempo de la reacción inicial 

para la estandarización dependió de la presencia o ausencia de primers del loop 

(FL y BL) en el set de primers; si el set contenía únicamente primers internos (FIP 
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y BIP) y externos (F3 y B3), el tiempo inicial de la estandarización fue de 1 h, en el 

caso de que el set de primers contuviera primers internos (FIP y BIP), externos (F3 

y B3) y primers del loop (FL y BL) el tiempo inicial de la estandarización fue de 30 

minutos. Por último, todas las reacciones se llevaron a 80° C por 5 minutos. 

 

Tabla 2 Concentraciones de primers del ensayo LAMP 

Primer Concentraciones probadas 

(μM) 

Primers externos  

(F3/B3) 

0.2, 0.4, 0.6 y 0.8  

Primers internos  

(FIP/BIP) 

0.8, 1, 1.2, 1.4, 1.6 y 1.8 

Primers loop  

(FL/BL) 

0.4, 0.6, 0.7, 0.8 y 1 

 

Para determinar la temperatura óptima de la reacción se realizaron gradientes de 

temperatura entre 60ºC – 70ºC. Para determinar el tiempo óptimo de la reacción 

se realizaron reacciones con 15 min, 30 min, 45 min y 60 minutos de 

amplificación122. Todas las reacciones se llevaron a cabo en el termociclador T-

Gradient (Biometra). 

Para la detección de los productos de LAMP, se usaron los métodos de 

electroforesis en gel de agarosa y colorimetría por rojo de fenol. Para la detección 

de los productos de LAMP por gel de agarosa, los productos de amplificación se 

corrieron en un gel de agarosa al 2% por 30 minutos a 100 V (Miupid-exU) teñido 
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con 0.9 µL HydraGreen™. En el transiluminador de luz UV Benchtop 2UV (UVP) 

se observó la presencia y/o ausencia de la escalera de productos, característicos 

de la reacción 103.   

Debido al uso del reactivo WarmStart Colorimetric LAMP 2X Master Mix (BioLab) 

que contiene rojo de fenol (además de Bst 2.0 WarmStart DNA Polymerase, 

WarmStart RT, dNTPs, MgSO4), la detección de los productos de LAMP por 

colorimetría se observó con el viraje de color rojo a amarillo brillante cuando el 

resultado fuera positivo 99.   

A partir de los resultados por ambos métodos de detección de productos se 

decidieron las condiciones óptimas del ensayo LAMP CHIKV y LAMP MAYV. 

Se determinó la condición óptima mediante los siguientes criterios: 1) se 

seleccionaron las condiciones de la reacción en la que se observara en el gel de 

agarosa la escalinata de productos más definida e intensa, lo cual es proporcional 

a una mayor cantidad de productos generados en la reacción; 2) en el gel de 

agarosa no deben observarse amplificaciones inespecíficas en los controles 

negativos de las reacciones con las condiciones elegidas y 3) la condición óptima 

se elegirá cuando el resultado colorimétrico vire a un color amarillo brillante, sobre 

un amarillo mostaza o naranja ya que estos dos últimos podrían causar confusión 

al momento de interpretar un resultado cualitativo por colorimetría de rojo de fenol. 
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7.6  Cálculo de concentración de copias en los ensayos LAMP CHIKV y LAMP 

MAYV 

Mediante la calculadora en línea de copias de dsDNA/μL de SciencePrimer 123 se 

realizó el cálculo del equivalente de copias/μL de los controles positivos. A partir 

de los datos obtenidos se llevó a los controles positivos a la concentración 1x1010 

copias/μL y se realizaron 9 diluciones seriadas con factor 10. Con las diluciones se 

realizaron reacciones por duplicado de LAMP CHIKV y LAMP MAYV, se determinó 

si se observaba viraje de color de rojo a amarillo brillante en el formato de 

detección colorimétrica y los resultados fueron confirmados mediante 

electroforesis en gel de agarosa. Se realizó el cálculo de ng/μL de cada dilución de 

los controles positivos así como su equivalencia de copias de DNA. 

 

7.7 Determinación de la especificidad analítica del LAMP CHIKV y MAYV  

La especificidad in vitro de los ensayos LAMP CHIKV y MAYV, se determinó 

mediante dos métodos. El primero consistió en reacciones LAMP CHIKV y LAMP 

MAYV en las que se intercambiaron los controles positivos de CHIKV y MAYV. El 

segundo mediante reacciones del LAMP CHIKV y LAMP MAYV usando RNA de 

CHIKV, RNA deDENV-2 y ZIKV.  
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8. Resultados 

8.1 Diseño de primers para LAMP CHIKV y LAMP MAYV 

Diseño de primers del ensayo LAMP CHIKV 

Para el diseño de los primers de LAMP CHIKV primero se obtuvo la secuencia 

consenso de un fragmento del gen nsP1 de CHIKV a partir de los alineamientos 

de 109 genomas completos de CHIKV, (Tabla 3). Como resultado se obtuvo una 

secuencia consenso con una longitud de 530 pb, con un 51.3% de contenido de 

GC. 

 

Tabla 3. Secuencia consenso del fragmento del gen nsP1 de CHIKV  

Virus Secuencia  

CHIKV AAATTGATCCCGACTCAACCATCCTGGATATAGGTAGTGCGCCAGCAAGGAGGATG
ATGTCGGACAGGAAGTACCACTGCGTTTGCCCGATGCGCAGCGCAGAAGATCCCG
AGAGACTCGCTAATTATGCGAGAAAGCTCGCATCTGCCGCAGGAAAAGTCCTGGAC
AGAAACATTTCTGGAAAGATCGGGGACTTACAAGAGGTGATGGCCGTGCCAGACAC
GGAGACGCCAACATTTTGCTTACACACAGATGTCTCATGTAGACAGAGAGCAGACG
TCGCGATATACCAAGACGTCTATGCTGTACATGCACCCACGTCGCTATATCACCAG
GCGATTAAAGGAGTCCGAGTGGCGTACTGGGTAGGGTTCGACACAACCCCGTTCAT
GTACAACGCTATGGCGGGTGCCTACCCCTCATACTCGACAAATTGGGCGGATGAGC
AGGTACTGAAGGCTAAGAACATAGGATTATGTTCAACAGACCTGACAGAAGGTAGA
CGAGGCAAATTGTCTATCATGAGAGGG 

 

 

En el software Primer Explorer se generaron 5 sets de primers para LAMP, 

dirigidos a la secuencia consenso de nsP1 de CHIKV (Tabla Suplementaria 1) 

Para el LAMP CHIKV se eligió el set 3, ya que cumple con las características 

adecuadas para optimizar la reacción de LAMP, contemplando el tamaño del 

primer, la Tm, y el valor de ΔG de formación de dímeros y de estabilidad del 



47 
 

extremo 3’, de acuerdo con lo establecido en la metodología (Tabla 4). A los 

primers FIP y BIP se les agregó un espaciador de cuatro timinas, entre la 

secuencia F2/B2 y F1c/B1c. El software no generó primers Loop para el set 3 de 

CHIKV (Tabla 4). En la Figura 13 se muestra un diagrama de la unión del set 3 en 

su secuencia blanco. 

La especificidad in silico de los primers es LAMP CHIKV fue alta, ya que al 

analizar los primers de CHIKV en el software BLAST (NCBI) únicamente se 

alinearon con secuencias de CHIKV. Nos cercioramos de que los primers no se 

alinearan con genes o regiones cromosómicas de humanos.  

Los primers fueron sintetizados por IDT (Integrated DNA Technologies) con 

purificación por HPLC y PAGE.  
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Tabla 4. Set de primers de LAMP para nsP1 de CHIKV. 

 

  

Nombre Región 5'pos 3'pos Longitud Tm Tasa GC Secuencia 

 

CHIKV nsP1 

F3 187 205 19 59.16 0.53 TCGGGGACTTACAAGAGGT 

B3 365 383 19 59.32 0.58 GGTTGTGTCGAACCCTACC 

FIP   44   CGCGACGTCTGCTCTCTGTCTA-
TTTT-ACACGGAGACGCCAACAT 

BIP   44   TATGCTGTACATGCACCCACGT-
TTTT-AGTACGCCACTCGGACTC 

F2 220 237 18 60.92 0.56 ACACGGAGACGCCAACAT 

F1c 263 284 22 65.47 0.59 CGCGACGTCTGCTCTCTGTCTA 

B2 346 363 18 59.94 0.61 AGTACGCCACTCGGACTC 

B1c 300 321 22 64.11 0.5 TATGCTGTACATGCACCCACGT 

Primers 

Nombre Longitud Secuencia 

F3 19 TCGGGGACTTACAAGAGGT 

B3 19 GGTTGTGTCGAACCCTACC 

FIP 44 CGCGACGTCTGCTCTCTGTCTA-TTTT-ACACGGAGACGCCAACAT 

BIP 44 TATGCTGTACATGCACCCACGT-TTTT-AGTACGCCACTCGGACTC 
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Figura 13. Set 3 de primers del LAMP CHIKV. Se muestra un diagrama donde se observan los primes del set 3 del LAMP CHIKV y 
el alineamiento de estos en la secuencia blanco. En recuadros se observa la secuencia de los primers internos y externos, en el 
caso del primer FIP y BIP la región F2/B2 está unida por un separador de timinas (TTTT) a la región F1c/B1c. Primer F3 (morado); 
Primer FIP región F2 (naranja), región F1c (verde); Primer B3 (rosa); Primer FIP región F2 (turquesa), región F1c (azul rey). 
Secuencia de los primers (colores claros), secuencia blanco de los primers (colores obscuros).
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Diseño de primers del ensayo LAMP MAYV 

Para el diseño de los primers de MAYV se hizo uso de la secuencia de la región 

de nsP1 de MAYV del plásmido pUCIDIT -AMP MAY DUO que tiene una longitud 

de 200 pb, con 51.5% de contenido GC (Tabla 5). 

 

Tabla 5 Secuencia del fragmento del gen nsP1 de MAYV 

Virus Secuencia  

MAYV CACTCATCCTGGATATCGGCAGTGCGCCTGCCAGGAGAATGCTGTCTGAGCACAC

GTACCATTGTGTGTGCCCAATGCGCAGCGCTGAGGACCCAGAGCGTCTGCTGTATT

ATGCCAGGAAGTTGGCCAAGGCATCAGGCGAAGTCGTTGACAGAAACATTGCAGC

GAAGATAGACGACCTGCAGTCAGTGATGGCGACC 

 

En el software Primer Explorer se generaron 3 sets de primers (Tabla 

Suplementaria 1), de los cuales se eligió el set 1 de MAYV ya que cumple con las 

características adecuadas para optimizar la reacción de LAMP, contemplando el 

tamaño del primer, la Tm, y el valor de ΔG de formación de dímeros y de 

estabilidad del extremo 3’. A los primers FIP y BIP se les agregó un espaciador de 

cuatro timinas, entre la secuencia F2/B2 y F1c/B1c. Por último, se generó el set de 

primers de Loop contemplando las características previamente mencionadas 

(Tabla 6 y Figura 14). Los primers fueron analizados en el software BLAST para 

determinar su especificidad in silico.  
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La especificidad esperada de los primers es alta, ya que no se alinearon con 

ninguna secuencia de patógenos virales humanos independientes de MAYV ni con 

genes o regiones cromosómicas de humanos. 

Los primers fueron sintetizados por IDT (Integrated DNA Technologies) con 

purificación por HPLC y PAGE. 
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Tabla 6 . Set de primers de LAMP para nsP1 de MAYV.  

 

  

Nombre Región 5'pos 3'pos Longitud Tm Tasa GC Secuencia 

MAYV nsP1 

F3 1 20 20 59.20 0.55 CACTCATCCTGGATATCGGC 

B3 183 200 18 59.23 0.61 GGTCGCCATCACTGACTG 

FIP   38   GCAGACGCTCTGGGTCCTCA-
TTTT-
CCTGCCAGGAGAATGCTG 

BIP   42   TATGCCAGGAAGTTGGCCAAG
G-TTTT-
CAGGTCGTCTATCTTCGCTG 

F2 27 44 18 59.38 0.61 CCTGCCAGGAGAATGCTG 

F1c 86 105 20 65.80 0.65 GCAGACGCTCTGGGTCCTCA 

B2 163 182 20 59.24 0.55 CAGGTCGTCTATCTTCGCTG 

B1c 111 132 22 65.83 0.55 TATGCCAGGAAGTTGGCCAAG
G 

FL 46 68 23 63.65 0.52 CACACAATGGTACGTGTGCTCA
G 

BL 139 159 21 60.78 0.48 GCGAAGTCGTTGACAGAAACA 
 

Primers 

Nombre Longitud Secuencia 

F3 20 CACTCATCCTGGATATCGGC 

B3 18 GGTCGCCATCACTGACTG 

FIP 38 GCAGACGCTCTGGGTCCTCA-TTTT-CCTGCCAGGAGAATGCTG 

BIP 42 TATGCCAGGAAGTTGGCCAAGG-TTTT-AGGTCGTCTATCTTCGCTG 

FL 23 CACACAATGGTACGTGTGCTCAG 

BL 21 GCGAAGTCGTTGACAGAAACA 
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Figura 14. Set 1 de primers del LAMP MAYV. Se muestra un diagrama donde se observan los primes del set 1 del LAMP 
MAYV y el alineamiento de estos en la secuencia blanco. En recuadros se observa la secuencia de los primers internos y 
externos, en el caso del primer FIP y BIP la región F2/B2 está unida por un separador de timinas (TTTT) a la región F1c/B1c. 
Primer F3 (morado); Primer FIP región F2 (naranja), región F1c (verde); Primer FL (amarillo); Primer B3 (rosa); Primer FIP 
región F2 (turquesa), región F1c (azul rey); Primer BL (rojo). Secuencia de los primers (colores claros), secuencia blanco de los 
primers (colores obscuros).
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8.2 Obtención de los controles positivos de CHIKV y MAYV 

Control positivo de CHIKV 

Con el objetivo de obtener un control positivo del ensayo de LAMP CHIKV se realizaron 

reacciones de RT-PCR haciendo uso de los primers CHIKV-F3 y CHIKV-B3, y como 

templado el RNA del aislado CHIK033. Se obtuvo un fragmento de cDNA de tamaño 

aproximado de 196 pb (Figura 15A) con una concentración de 5.5 ng/µL. Para la 

estandarización de los ensayos se usó una dilución de 2.1x10-2 ng/µL (1x108 copias/µL). 

 

Control positivo MAYV 

Para la obtención del control positivo de MAYV, se realizaron reacciones de PCR de 

punto final con los primers MAYV-F3 y MAYV-B3, y como templado el plásmido 

pUCIDIT-AMP MAY DUO. Se obtuvo un fragmento de cDNA de aproximadamente 200 

pb (Figura 15B) con una concentración de 7.5 ng/µL. Para la estandarización de los 

ensayos se usó una dilución de 2.16x10-5 ng/µL (1x105 copias/µL). 
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Figura 15. Controles positivos de los ensayos LAMP CHIKV y MAYV. A) Productos de RT-
PCR (196 pb) empleando los primers externos de CHIKV (CHIKV-nsP1-F3 y CHIKV-nsP1-B3), 
el kit SuperScript One-Step RT-PCR (Invitrogen™) y RNA de CHIKV. B) Productos de PCR 
(200 pb) empleando los primers externos de MAYV (MAYV-nsP1-F3 y MAYV-nsP1-B3) y el 
plásmido pUCIDIT-AMP MAY DUO. Marcador de peso molecular (M), control positivo (C+). 

 

 

8.3 Estandarización del ensayo LAMP CHIKV y LAMP MAYV 

Ensayo LAMP CHIKV 

La estandarización del ensayo LAMP CHIKV se inició con la determinación de la 

concentración óptima de los primers internos, CHIKV-FIP y CHIKV-BIP, ya que son los 

que se encuentran en mayor concentración en las reacciones de LAMP, para ello se 

probaron las concentraciones 0.8 µM, 1 µM, 1.2 µM y 1.4 µM (Figura 16). La 

concentración usada de los primers externos (CHIKV-F3/CHIKV-B3) fue de 0.2 µM y se 

usó 1 µL de control positivo (2.1x10-2 ng/µL o 1x108 copias/µL). Mediante la observación 
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de los productos en gel de agarosa, en la reacción con 1.2 µM de primers internos fue 

posible observar una mayor intensidad de los productos a comparación de las 

reacciones con concentraciones menores, sin embargo, la intensidad de los productos 

en la reacción de 1.4 µM se mantuvo igual que en la reacción con 1.2 µM. Mediante la 

visualización de los resultados por colorimetría fue posible observar un color amarillo 

brillante en la reacción con 1.2 µM de primers externos  y tomando en consideración los 

resultados observados en el gel de agarosa, se eligió esta concentración como la 

óptima. 

 

Figura 16. Estandarización de la concentración de primers internos en la reacción de 
LAMP CHIKV. A) Visualización de los productos de la reacción de LAMP mediante 
electroforesis en gel de agarosa (2%), se observa un patrón escalonado de los productos. B) 
Visualización de productos por colorimetría con rojo de fenol, resultado negativo (rojo) y 
resultado positivo (amarillo).  Marcador de peso molecular (M), control negativo (-), control 
positivo (+). 
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Para la determinación de la concentración óptima de primers externos, CHIKV-F3 y 

CHIKV-B3, se realizaron reacciones usando la concentración 1.2 µM de primers 

internos, 1 µL de control positivo (2.1x10-2 ng/µL o 1x108 copias/µL) y se probaron las 

concentraciones 0.2 µM, 0.4 µM, 0.6 µM de primers externos. Se eligió la concentración 

de 0.4 µM de primers externos debido a que se observa una mayor intensidad en los 

productos observados en el gel de agarosa con dicha concentración (Figura 17). En la 

concentración 0.2 µM fue posible observar una menor cantidad de productos mayores a 

500 pb a comparación de las concentraciones mayores. De manera interesante, se 

observó una menor concentración de productos con 0.6 µM de primers externos. El 

resultado colorimétrico con la concentración 0.4 µM correspondió a un amarillo brillante 

por lo que se eligió esta concentración de primers externos (Figura 17). 

 

Figura 17. Estandarización de la concentración de primers externos en la reacción de 
LAMP CHIKV. A) Visualización de los productos de la reacción de LAMP mediante 
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electroforesis en gel de agarosa (2%), se observa un patrón escalonado de los productos. B) 
Visualización de productos por colorimetría con rojo de fenol, resultado negativo (rojo) y 
resultado positivo (amarillo).  Marcador de peso molecular (M), control negativo (-), control 
positivo (+). 

 
 

Debido a que el set de primers de LAMP de CHIKV no tiene primers de loop, la 

estandarización continuó con la determinación de la temperatura y el tiempo óptimos 

para la reacción. Para el primer caso, se realizaron reacciones ocupando las 

concentraciones estandarizadas de los primers externos (0.4 µM) e internos (1.2 µM), y 

se realizó un gradiente de temperatura de 65°C, 67°C, 70°C por 1 h. Como resultado 

obtuvimos que la amplificación a 67ºC generó una escalinata de productos más definida 

a comparación de las reacciones que se llevaron a cabo a 65ºC y 70ºC. En estos dos 

últimos casos, fue posible observar por la intensidad de la escalinata de productos en el 

gel de agarosa que se obtuvo una menos cantidad de éstos (Figura 18). 
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Figura 18. Estandarización de la temperatura de la reacción de LAMP CHIKV. A) 
Visualización de los productos de la reacción de LAMP mediante electroforesis en gel de 
agarosa (2%), se observa un patrón escalonado de los productos. B) Visualización de productos 
por colorimetría con rojo de fenol, resultado negativo (rojo) y resultado positivo (amarillo).  
Marcador de peso molecular (M), control negativo (-), control positivo (+). 

 

 

Por último, se determinó el tiempo óptimo para que se lleve a cabo la reacción de LAMP 

CHIKV, para ello se realizaron reacciones con las condiciones previamente optimizadas 

(0.4 µM de CHIKV-F3 y CHIKV-B3, 1.2 µM de CHIKV-FIP y CHIKV-BIP a 67º C) 

variando el tiempo de la reacción: 30 min, 45 min y 60 min. Fue posible observar que a 

45 min se obtuvo una intensidad en las bandas igual que a 60 min por lo que se 

determinó que 45 min es el tiempo óptimo para que se lleve a cabo la reacción de 

LAMP CHIKV. El resultado colorimétrico a 45 min fue amarillo brillante (Figura 19). 
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Figura 19.Estandarización del tiempo en la reacción de LAMP CHIKV. A) Visualización de 
los productos de la reacción de LAMP mediante electroforesis en gel de agarosa (2%), se 
observa un patrón escalonado de los productos. B) Visualización de productos por colorimetría 
con rojo de fenol, resultado negativo (rojo) y resultado positivo (amarillo).  Marcador de peso 
molecular (M), control negativo (-), control positivo (+). 

 

Las condiciones óptimas para el ensayo LAMP CHIKV fueron 0.4 µM de primers 

externos (CHIKV-F3 y CHIKV-B3), 1.2 µM de los primers internos (CHIKV-FIP y CHIKV-

BIP). La reacción se llevó a cabo a 67ºC por 45 minutos. 
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LAMP MAYV 

Para la estandarización del LAMP MAYV, se inició con la determinación de la 

concentración óptima de los primers internos, MAYV-FIP y MAYV-BIP, de los cuales se 

probaron las concentraciones 0.8 µM, 1 µM, 1.2 µM, 1.4 µM, 1.6 µM, 1.8 µM y 2 µM. La 

concentración usada de los primers externos (MAYV-F3/MAYV-B3) fue de 0.2 µM y 0.4 

µM de primers del loop (MAYV-FL/MAYV-BL), se usó 1 µL de control positivo (2.1x10-5 

ng/µL o 1x105 copias/µL). A partir de la visualización de los productos con gel de 

agarosa fue posible observar una escalinata de productos menos definida en 

concentraciones menores a 1.4 µM y a través de la detección de productos por 

colorimetría era posible observar un viraje de rojo a amarillo mostaza-naranja, por lo 

que se decidió probar con concentraciones mayores de los primers internos. Se observó 

que a mayor concentración de primers internos se observa una escalinata de productos 

más definida e intensa, sin embargo, fue posible observar amplicones inespecíficos en 

el control negativo de las reacciones con 1.6 µM, 1.8 µM y 2 µM de primers internos 

(Figura 20). En cuanto a la detección de productos por colorimetría, con la 

concentración de primers internos 1.4 µM fue posible observar un viraje de color de rojo 

a amarillo brillante, por lo que se eligió dicha concentración de primers internos. 
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Figura 20. Estandarización de la concentración de primers internos en la reacción de 
LAMP MAYV. A) Visualización de los productos de la reacción de LAMP mediante 
electroforesis en gel de agarosa (2%), se observa un patrón escalonado de los productos. B) 
Visualización de productos por colorimetría con rojo de fenol, resultado negativo (rojo) y 
resultado positivo (amarillo).  Marcador de peso molecular (M), control negativo (-), control 
positivo (+). 

.   

Tomando en consideración la concentración óptima de los primers internos (1.4 µM), se 

realizaron ensayos para determinar la concentración óptima de primers externos, 

MAYV-F3 y MAYV-B3. Se realizaron reacciones con 1.4 µM de primers internos, 0.4 µM  

de primers de loop y 1 µL de control positivo (2.16x10-5 ng/µL), y se probaron las 

concentraciones 0.2 µM, 0.4 µM, 0.6 µM, 0.8 µM y 1 µM de los primes externos (MAYV-

F3 y MAYV-B3). De la misma forma que con los primers internos, se eligió la 

concentración en la que se observara la mayor intensidad en la escalinata de productos 

y que el negativo se mantuviera sin amplificación inespecífica.  La concentración óptima 

de primers externos fue 0.6 µM, la cual coincide también con el resultado esperado en 
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la detección colorimétrica de los productos, es decir, se observa un color amarillo 

brillante (Figura 21).  

 

Figura 21. Estandarización de la concentración de primers externos en la reacción de 
LAMP MAYV. A) Visualización de los productos de la reacción de LAMP mediante 
electroforesis en gel de agarosa (2%), se observa un patrón escalonado de los productos. B) 
Visualización de productos por colorimetría con rojo de fenol, resultado negativo (rojo) y 
resultado positivo (amarillo).  Marcador de peso molecular (M), control negativo (-), control 
positivo (+). 

 

A continuación se determinó la concentración óptima de los primers del loop, MAYV-FL 

y MAYV-BL. Se realizaron reacciones con 0.6 µM de primers externos (MAYV-

F3/MAYV-B3), 1.4 µM de primers internos (MAYV-FIP/MAYV-BIP) y 1 µL de control 

positivo 2.16x10-5 ng/µL (1x105 copias/ µL), y se probaron las concentraciones 0.2 µM, 

0.4 µM, 0.6 µM, y 0.8 µM de MAYV-FL y MAYV-BL. De las concentraciones probadas 

se seleccionó la concentración 0.6 µM ya que fue posible observar la mayor cantidad de 
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productos amplificados a través de la intensidad de la escalinata de productos en el gel 

de agarosa y no se observó amplificación inespecífica en los controles negativos 

(Figura 22). Aunado a esto, los resultados por colorimetría con la concentración de 0.6 

µM de primers del loop tuvo una coloración amarillo brillante a diferencia de la 

coloración de las reacciones con concentraciones menores en las que se observó un 

color amarillo-naranja (Figura 22). 

 

Figura 22. Estandarización de la concentración de primers loop en la reacción de LAMP 
MAYV.  A) Visualización de los productos de la reacción de LAMP mediante electroforesis en 
gel de agarosa (2%), se observa un patrón escalonado de los productos. B) Visualización de 
productos por colorimetría con rojo de fenol, resultado negativo (rojo) y resultado positivo 
(amarillo).  Marcador de peso molecular (M), control negativo (-), control positivo (+). 

 

Para determinar de la temperatura óptima de la reacción LAMP MAYV, se realizaron 

reacciones ocupando las concentraciones estandarizadas de los primers (0.6 µM de los 

primers MAYV-F3 y MAYV-B3, 1.4 µM de los primers MAYV-FIP y MAYV-BIP, 0.6 µM 
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de los primers MAYV-FL y MAYV-BL) y se realizó un gradiente de temperatura de 65°C, 

67°C, 69°C. Como resultado obtuvimos que la amplificación a 69ºC generó una mayor 

cantidad de productos a comparación de las reacciones que se llevaron a cabo a 

temperaturas menores (Figura 23). Los resultados por colorimetría correspondieron a 

un viraje de color de rojo a amarillo en la reacción a 69º C, por lo que se determinó que 

fue la temperatura óptima para el ensayo LAMP MAYV. 

 

Figura 23. Estandarización de la temperatura en la reacción de LAMP MAYV. A) 
Visualización de los productos de la reacción de LAMP mediante electroforesis en gel de 
agarosa (2%), se observa un patrón escalonado de los productos. B) Visualización de productos 
por colorimetría con rojo de fenol, resultado negativo (rojo) y resultado positivo (amarillo).  
Marcador de peso molecular (M), control negativo (-), control positivo (+). 

 

Por último, se determinó el tiempo óptimo de amplificación del ensayo LAMP MAYV, 

para ello se realizaron reacciones con las condiciones previamente optimizadas (0.6 µM 
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de los primers MAYV-F3 y MAYV-B3, 1.4 µM de los primers MAYV-FIP y MAYV-BIP, 

0.6 µM de los primers MAYV-FL y MAYV-BL a 69º C), variando el tiempo de la reacción; 

20 min, 30 min y 40 min (Figura 24). Fue posible observar que a 40 min se obtuvo una 

intensidad en las bandas igual que a 30 min, sin embargo, fue posible apreciar un viraje 

de color en la detección de productos por colorimetría más notable en la reacción que 

se llevó a cabo por 40 minutos, por lo que se determinó que este es el tiempo óptimo 

para que se lleve a cabo el ensayo LAMP MAYV. De forma interesante, en la reacción 

que se llevó a cabo por 20 min, no fue posible diferenciar a simple vista el viraje de 

color entre el control positivo y el negativo. 

 

 

Figura 24. Estandarización del tiempo en la reacción de LAMP MAYV. A) Visualización de 
los productos de la reacción de LAMP mediante electroforesis en gel de agarosa (2%), se 
observa un patrón escalonado de los productos. B) Visualización de productos por colorimetría 
con rojo de fenol, resultado positivo (rojo) y resultado negativo (amarillo).  Marcador de peso 
molecular (M), control negativo (-), control positivo (+). 
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Las condiciones óptimas para el ensayo LAMP MAYV fueron 0.6 µM de los primers 

MAYV-F3 y MAYV-B3, 1.4 µM de los primers MAYV-FIP y MAYV-BIP, 0.6 µM de los 

primers MAYV-FL y MAYV-BL. La reacción se llevó a cabo a 69ºC por 40 minutos. 

 

8.4  Especificidad de los ensayos LAMP CHIKV y LAMP MAYV 

Para determinar la especificidad in vitro de los primers de los ensayos LAMP se 

realizaron ensayos LAMP CHIKV y LAMP MAYV intercambiando los controles positivos 

(2.1x10-2 ng/µL (1x108 copias/ µL) del fragmento de 196 pb de CHIKV y 2.16x10-5 ng/µL 

(1x105 copias/µL) del fragmento de 200 pb de MAYV) de ambos ensayos. No se 

observó amplificación inespecífica en ambos ensayos, únicamente se observa la 

escalinata de amplificación cuando se usa el control positivo correspondiente, por lo que 

los primers LAMP CHIKV y LAMP MAYV son específicos a pesar de que ambos virus 

pertenecen al género Alphavirus (Figura 25).  
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Figura 25. Especificidad de los sistemas LAMP CHIKV y LAMP MAYV. A) Ensayo de 
especificidad del ensayo LAMP CHIKV. B) Ensayo de especificidad del ensayo LAMP MAYV. 
Visualización de los productos de la reacción de LAMP mediante electroforesis en gel de 
agarosa (2%), se observa un patrón escalonado de los productos. Marcador de peso molecular 
(M), control negativo (-), control positivo (+) (CHIKV (C), MAYV (M)). 

 

 

8.5  Amplificación de RNA viral de los sistemas LAMP CHIKV y LAMP MAYV. 

Para determinar si nuestros sistemas de LAMP CHIKV y LAMP MAYV eran capaces de 

mantener su especificidad con muestras de personas con sospecha de infección por 

arbovirus, se realizaron ensayos haciendo uso de RNA de CHIKV y como controles de 

especificidad RNA de DENV-2  y RNA de ZIKA, los cuales son arbovirus que circulan en 

México. En el laboratorio no se cuenta con RNA de MAYV por lo que no se incluyó en 

estos ensayos (Figura 26). 
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El LAMP de CHIKV amplificó el RNA de CHIKV y no se observó amplificación del RNA 

de DENV-2 ni el RNA de ZIKV, por lo cual se consideró que es un sistema específico.  

Por otra parte, el sistema LAMP MAYV fue incapaz de amplificar RNA de CHIKV, 

DENV-2 y ZIKV. 

 

Figura 26. Especificidad de los ensayos LAMP CHIKV y LAMP MAYV con muestras de 
RNA de arbovirus. A) Especificidad del LAMP CHIKV. B) Especificidad del LAMP MAYV.  
Visualización de los productos de la reacción de LAMP mediante electroforesis en gel de 
agarosa (2%), se observa un patrón escalonado de los productos. Marcador de peso molecular 
(M), control negativo (-), control positivo (+), RNA de CHIKV (C), RNA de DENV-2 (D), RNA de 
ZIKV (Z). 
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8.6  Límite de detección del ensayo LAMP CHIKV y LAMP MAYV 

Límite de detección del ensayo LAMP CHIKV 

El límite de detección del ensayo LAMP CHIKV se determinó analizando la 

amplificación de diluciones seriadas del control positivo de acuerdo a lo establecido en 

la metodología. La concentración inicial del control positivo de CHIKV fue de 2.1 ng /µL 

(1x1010 copias/µL del fragmento de 196 pb) a partir de la cual se realizaron 9 diluciones 

seriadas con factor 10 (Tabla 7).  

Tabla 7. Diluciones seriadas del control positivo de CHIKV. 

Dilución ng/μL copias/μL 

1 2.1 1 x1010 

2 2.1x10-1 1x109 

3 2.1x10-2 1x108 

4 2.1x10-3 1x107 

5 2.1x10-4 1x106 

6 2.1x10-5 1x105 

7 2.1x10-5 1x104 

8 2.1x10-6 1x103 

9 2.1x10-7 1x102 

10 2.1x10-8 1x101 

 

El ensayo LAMP CHIKV tuvo un límite de detección de 2.1x10-5 ng/µL del control 

positivo (1x104 copias/µL del fragmento de 196 pb) con la detección de productos en gel 

de agarosa y con la detección de productos por colorimetría con rojo de fenol (Figura 

27). 
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Figura 27. Límite de detección del ensayo LAMP CHIKV. A) Visualización de los productos 
de la reacción de LAMP mediante electroforesis en gel de agarosa (2%), se observa un patrón 
escalonado de los productos. B) Visualización de productos por colorimetría con rojo de fenol, 
resultado negativo (rojo) y resultado positivo (amarillo).  Marcador de peso molecular (M), 
control negativo (-), control positivo (+), copias de control positivo (10n). 
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Límite de detección del ensayo LAMP MAYV 

Las concentraciones de las diluciones seriadas del control positivo de MAYV que fueron 

utilizadas para la determinación del límite de detección del LAMP MAYV se muestran en 

la Tabla 8. La concentración inicial del control positivo de MAYV fue de 2.16 ng/µL 

(1x1010 copias/µL del fragmento de 200 pb) a partir de la cual se realizaron 9 diluciones 

seriadas con factor 10.  

Tabla 8. Diluciones seriadas del control positivo de MAYV. 

Dilución ng/μL copias/μL 

1 2.16 1x1010 

2 2.16x10-1 1x109 

3 2.16x10-2 1x108 

4 2.16x10-3 1x107 

5 2.16x10-4 1x106 

6 2.16x10-5 1x105 

7 2.16x10-5 1x104 

8 2.16x10-6 1x103 

9 2.16x10-7 1x102 

10 2.16x10-8 1x101 

 

El ensayo LAMP MAYV tuvo un límite de detección de 2.16x10-6 ng/µL del control 

positivo (1x103 copias/µL del fragmento de 200 pb) con la detección de productos en gel 

de agarosa y con la detección de productos por colorimetría con rojo de fenol. (Figura 

28). 
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Figura 28. Límite de detección del ensayo LAMP MAYV. A) Visualización de los productos de 
la reacción de LAMP mediante electroforesis en gel de agarosa (2%), se observa un patrón 
escalonado de los productos. B) Visualización de productos por colorimetría con rojo de fenol, 
resultado negativo (rojo) y resultado positivo (amarillo).  Marcador de peso molecular (M), 
control negativo (-), control positivo (+), copias de control positivo (10n). 
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9. Discusión 

A lo largo del último siglo las infecciones por arbovirus han producido brotes de 

magnitudes epidémicas que ponen en riesgo el bienestar de la población 22,48. Para 

poder mitigar los daños que generan, es necesario el establecimiento de sistemas 

eficientes para la detección y diagnóstico de los arbovirus 28.  

Los ensayos de detección directa del genoma de los arbovirus se han implementado 

para el diagnóstico y vigilancia epidemiológica, siendo el RT-qPCR la prueba estándar 

de oro 124. A pesar de ello, esta técnica requiere de infraestructura especializada, por lo 

cual no es posible su aplicación en todos los sitios en los que circulan los arbovirus 

debido a la existencia de ciclos de transmisión selváticos, rurales y urbanos y muchas 

localidades carecen de los recursos e infraestructura necesaria para su aplicación 125. 

El sistema de amplificación isotérmica mediada por asa (LAMP) ha probado ser  

específico y sensible, además es posible detectar los productos de amplificación de 

manera cualitativa a través de colorimetría, turbidez y/o fluorescencia, por lo cual ha 

sido ampliamente propuesto para su uso en sitios de atención primaria 79. En este 

proyecto se estandarizaron ensayos de LAMP para la detección de CHIKV y MAYV con 

el sistema colorimétrico con rojo de fenol, con el objetivo de contar con sistemas de 

diagnóstico capaces de aplicarse en sitos de atención primaria. 

Previamente diversos grupos de estudio han establecido sistemas de LAMP para la 

detección de CHIKV, sin embargo, casi en su totalidad han sido diseñados para la 

detección del gen E1 111,126–129. Mo y colaboradores, en el 2012, estandarizaron un 

sistema LAMP en tiempo real para el diagnóstico diferencial de DENV y CHIKV, los 
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primers para CHIKV fueron dirigidos a una región conservada del gen E1, la detección 

de productos de amplificación fue mediante turbidez, alcanzando un sensibilidad del 

100% y una especificidad del 80% 127. Parida y colaboradores, en el 2007, 

estandarizaron un LAMP en tiempo real para la detección de CHIKV con primers 

dirigidos al gen E1 con detección de productos mediante turbidez, fluorescencia y geles 

de agarosa 111. Por otra parte, Saechue y colaboradores, en el 2020, estandarizaron un 

sistema de LAMP con primers dirigidos al E1 de CHIKV con detección de productos 

mediante fluorescencia y colorimetría haciendo uso de azul de hidroxinaftol 129. Por 

último, Kutsuna y colaboradores, en el 2020, desarrollaron un chip para la detección 

simultanea de DENV, CHIKV y ZIKV, los primers para la detección de CHIKV fueron 

dirigidos al gen E1 y obtuvieron un límite de detección de 8 copias/μL 126; mientras que 

Priye y colaboradores, en el 2017, desarrollaron un sistema “LAMP Box” acoplado a un 

teléfono inteligente para la detección de DENV, CHIKV y ZIKV con visualización de 

productos mediante fluorescencia, los primers para la detección de CHIKV fueron 

dirigidos al gen E1 128. 

En nuestro grupo de trabajo, la M. en C. Jeshermi de la Cruz, durante la realización de 

su tesis de maestría, estandarizó un sistema de RT-LAMP CHIKV con detección de 

productos por gel de agarosa con primers dirigidos al gen E1, obteniendo una 

sensibilidad del 78% y especificidad del 75% 130, la cual es menor a la obtenida en los 

sistemas de LAMP CHIKV existentes 111,126,127,129. El RT-LAMP CHIKV fue validado 

tomando como referencia los resultados del sistema “Arbochip” (desarrollado por el Dr. 

Edgar Sevilla Reyes) el cual consiste en ensayos de RT-qPCR multiplexeados para la 

detección simultánea de arbovirus de importancia médica en América. Debido a que los 
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primers para la detección de CHIKV del “Arbochip” estaban dirigidos al gen nsP1 y los 

primers del RT-LAMP al gen E1, se propuso que la discordancia de los resultados 

podría deberse a las diferencias entre los genes a los que fueron dirigidos los primers. 

El gen E1 codifica para la proteína de envoltura que está involucrada en la fusión de la 

membrana viral con la membrana plasmática 12, por lo que es una proteína sometida a 

presiones de selección por parte del sistema inmunológico 131, y se ha reportado una 

tasa de sustitución de 8x10-4 sustituciones/nucleótido/año 132. Las mutaciones presentes 

en el gen E1 posiblemente evitaron que los primers del RT-LAMP CHIKV hibridaran en 

la secuencia blanco, impidiendo que amplificaran muestras, que de acuerdo al 

“Arbochip”, eran positivas a CHIKV. En el presente proyecto se diseñaron primers para 

LAMP CHIKV y LAMP MAYV dirigidos al gen nsP1. El gen nsP1 tiene una tasa de 

sustitución de 5x10-4 sustituciones/nucleótido/año 132, por lo que se podría considerar un 

gen con menor variabilidad que el gen E1 y por lo tanto es mejor para el diseño de 

primers. 

Para el diseño de primers de CHIKV se descargaron 635 secuencias de genomas 

completos, debido a que no se contaba con equipo computacional capaz de trabajar 

con todas las secuencias de forma simultánea se optó por tomar una muestra 

significativa de ellas. Para ello se seleccionaron de forma aleatoria 100 secuencias de 

genomas completos de CHIKV, esta muestra fue estadísticamente significativa ya que 

de acuerdo al cálculo del tamaño de la muestra (nivel de confianza del 95% y un 

margen de error de 10%) esta debería ser n=84, por lo que se capturó la variabilidad 

suficiente para la creación de la secuencia consenso del gen nsP1 de CHIKV. En el 
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caso del diseño de primers de MAYV no fue necesario tomar una muestra ya que se 

trabajó con las 39 secuencias disponibles de genomas completos de MAYV. 

Los primers de LAMP CHIKV y LAMP MAYV se diseñaron en el software Primer 

Explorer el cual genera más de un set de primers a partir de una secuencia consenso, 

por lo que para la selección del set es importante tomar en cuenta las distancias entre 

las regiones de los primers, la Tm y el valor de ΔG 119. La energía libre de Gibbs (ΔG) 

hace referencia a la espontaneidad de la reacción y, en el contexto del diseño de 

primers, a la energía necesaria para la formación de una estructura secundaria; 

mientras menor sea el valor de ΔG se requiere menor energía para su formación, lo 

cual aumenta la probabilidad de que se forme espontáneamente. Por el contrario, 

mientras mayor sea el valor de ΔG (valor recomendado ΔG ≥ -2.50 119) es necesaria 

mayor entrada de energía para la formación de una estructura secundaria 133.  

Para el LAMP CHIKV se obtuvieron 5 sets de primers (Tabla Suplementaria), de los 

cuales se eligió el set 3. A pesar de que el set 1 del LAMP CHIKV tenía el valor mayor 

de ΔG de formación de estructuras secundarias (ΔG -1.96) de todos los sets generados, 

se descartó su uso debido a que el valor de ΔG de la estabilidad del extremo 5’ de la 

región F2 del primer FIP era de -2.00, mayor que el máximo recomendado (valor 

recomendado ΔG ≤ -4 119).  El ΔG de la estabilidad del extremo 3’ y 5’ hace referencia a 

la estabilidad de la formación del dúplex del templado y las últimas 5 bases de los 

extremos del primer 133,134, por lo que se sugiere que el ΔG de la estabilidad del extremo 

3’ y 5’ sea valor recomendado ΔG ≤ -4 y así prevenir la hibridación inespecífica de los 

primers 135.  
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El set 3 del LAMP CHIKV cumple con los valores recomendados de ΔG de formación de 

estructuras secundarias y de estabilidad de los extremos 3’ y 5’.  

Por otra parte, se generaron 3 sets de primers para MAYV de los cuales se eligió el set 

1 ya que cumplía con los valores recomendados de ΔG de formación de estructura 

secundaria y de estabilidad de los extremos 3’ y 5’. 

Posteriormente, en el software Primer Explorer se generaron los primers del loop para 

la reacción de MAYV. Para el set 3 de primers de CHIKV no se generaron ya que la 

región B1c y B2 están distanciadas por 25 pb y la distancia mínima que requiere para 

que se generen primers del loop es de 40-60 pb. Sin embargo, este set de primers fue 

elegido debido a su alta especificidad ya que únicamente se alineó con secuencias de 

CHIKV durante el análisis de BLAST. Consideramos que esto no tendría repercusión en 

el ensayo si tomamos en cuenta que el tercer par de primers normalmente se usa para 

aumenta la eficiencia de la amplificación 79.   

Los criterios para elegir las condiciones óptimas de los ensayos de LAMP fueron: 

seleccionar el resultado de la amplificación en geles de agarosa donde se observe una 

escalinata bien definida y seleccionar un resultado colorimétrico que permitiera 

discriminar entre un resultado positivo de uno negativo a simple vista. Por lo cual fue de 

suma importancia realizar un trabajo sistemático en el que se modificaron cada una de 

las condiciones de interés: la concentración de los primers, la temperatura y el tiempo 

de amplificación de la reacción. La elección de las condiciones que produjeran como 

resultado una escalinata más definida e intensa permitió alcanzar un menor límite de 

detección, lo cual es muy importante para poder capturar casos en los que la carga viral 

de la muestra sea baja.  
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El límite de detección es la concentración mínima de un analito que puede ser 

detectada en una muestra 136. El ensayo de LAMP CHIKV, estandarizado en este 

proyecto, tuvo un límite de detección de 2.1×10-6 ng/µL del control positivo (1x104 

copias/µL del fragmento de 196 pb) en la detección de productos en gel de agarosa y 

con la detección de productos por colorimetría usando rojo de fenol, mientras que el 

ensayo LAMP MAYV tuvo un límite de detección de 2.16×10-7 ng/µL del control positivo 

(1x103 copias/µL del fragmento de 200 pb) con ambos métodos de visualización de 

productos. Estos valores de límite de detección están en el rango de sensibilidad 

obtenidos en otros ensayos LAMP para la detección de virus y microorganismos 109,137–

141, como lo reportado por López-Jimena et al en el 2016, quienes establecieron un 

sistema LAMP para la detección de CHIKV capaz de detectar hasta 105 copias de RNA 

viral 109. La presencia o ausencia de los primers del loop podría aumentar la sensibilidad 

de un ensayo de LAMP de acuerdo a lo reportado por Nagamine et al. en el 2002 88, sin 

embrago, se han estandarizado ensayos con una alta sensibilidad usando únicamente 

primers internos y externos (F3/B3 y FIP/BIP) 103,122,127,142, un ejemplo de esto, es lo 

reportando por Mo et al., en el 2017, quienes estandarizaron un RT-LAMP para la 

detección de CHIKV con un límite de detección de 2.7 copias/reacción 127, por lo que la 

ausencia de los primers de loop en el set LAMP CHIKV podría no está directamente 

relacionada con el límite de detección alcanzado en este proyecto. Sin embargo, se 

debe hacer énfasis en que la reacción del RT-LAMP de Mo et al fue monitoreada y 

cuantificada por un turbidímetro, el cual es un equipo especializado capaz de cuantificar 

la turbidez en tiempo real 127, por lo que la sensibilidad de este equipo podría ser un 

factor importante en la determinación de un menor límite de detección a comparación 
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del obtenido en el presente proyecto. A pesar de que el uso de un turbidímetro es un 

método cuantitativo sensible, los resultados obtenidos son gráficos que requieren de 

preparación para su correcta interpretación por lo que el uso de reactivos sensibles al 

cambio de pH, como el rojo de fenol, podrían facilitar la interpretación de los resultados 

ya que estos son observables a simple vista. Por otra parte, el uso de equipos 

especializados significaría un aumento en los costos y podría dificultar el diagnóstico a 

gran escala en sitios de circulación de CHIKV. 

Es importante destacar que el límite de detección de productos por colorimetría tuvo 

correspondencia con los resultados observados por visualización de productos en gel 

de agarosa, por lo que la detección colorimétrica de detección de productos usando rojo 

de fenol, es un sistema eficaz y confiable para la aplicación en sitios de atención 

primaria. Determinar el resultado (positivo o negativo) a simple vista, facilitará la 

interpretación de los resultados para personas con poco entrenamiento 97. 

El sistema colorimétrico de detección de productos usando rojo de fenol se basa en el 

cambio de pH en la reacción debido a la liberación de H+ durante la polimerización del 

DNA 143. El rango del pH en el que se observa viraje de color del rojo de fenol es de 6.4 

(amarillo brillante) a – 8.2 (rosa-rojo) 144. Debido a la facilidad de diferenciar un 

resultado positivo de uno negativo a simple vista es un compuesto extensamente usado 

en los ensayos LAMP propuestos para la aplicación en sitios de atención primaria 

97,143,145–147. En el estudio de Scott et al en el 2020, se evaluaron diferentes sistemas 

cualitativos utilizados en los ensayos LAMP, ellos reportaron que el rojo de fenol es el 

reactivo colorimétrico que permite interpretar los resultados con mayor facilidad a 

comparación del azul de hidroxinaftol y la calceína 97. En el presente trabajo se hizo uso 
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del WarmStart Colorimetric LAMP 2X Master Mix (BioLab) el cual contiene rojo de fenol, 

permitiéndonos diferenciar sin dificultad entre un resultado positivo y uno negativo. A 

pesar de las cualidades de este compuesto, es importante hacer hincapié en que es 

recomendable trabajar en frío con este reactivo ya que los cambios de temperatura 

pueden afectar el pH de este y con ello alterar la interpretación del resultado 97. Para 

futuras aplicaciones en muestras biológicas será importante tener en consideración el 

pH de la muestra, así como el pH y capacidad de amortiguamiento del eluyente de la 

muestra.  

La especificidad de los primers del LAMP CHIKV y LAMP MAYV fue evaluada in silico e 

in vitro, esto es de suma importancia ya que el análisis in silico podría no reflejar los 

resultados in vitro con muestras biológicas, debido a que el análisis in silico se restringe 

a las secuencias presentes en bases de datos públicas y no reflejan la diversidad de 

secuencias que pueden ser encontradas en muestras biológicas 148. Los ensayos LAMP 

MAYV y LAMP CHIKV que estandarizamos son específicos y no amplificaron los 

controles positivos ni el RNA de otros arbovirus circulantes para los que no fueron 

diseñados, por lo que se obtuvo un sistema que permitirá hacer el diagnóstico 

diferencial de CHIKV y MAYV, incluso con el potencial de detectar co-infecciones de 

estos virus. La infección por CHIKV y MAYV provoca sintomatologías similares por lo 

que no es posible el diagnóstico clínico 32, contar con un sistema específico y sensible 

para la aplicación en sitios de atención primaria permitirá la implementación de medidas 

de salud pública necesarias para asegurar la salud de la población mexicana.  

Hasta el momento no se tiene antecedente de la estandarización de un sistema de 

LAMP para la detección del virus MAYV, por lo que el ensayo aquí reportado sería el 
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primero en su tipo. Solo existe evidencia serológica que apunta a la posible circulación 

de MAYV en México desde el 2001102 y es probable que no se haya confirmado su 

presencia en el país debido a la complejidad de aplicar pruebas moleculares en sitios 

de atención primaria. También es importante destacar que los ensayos de LAMP 

podrían ser útiles para la detección de arbovirus en los vectores sean de distribución 

urbana o selvática 149, así como en animales involucrados en el establecimiento de los 

distintos ciclos de circulación 150 de los alfavirus. 

Por último, sería de vital importancia la validación de nuestros sistemas de LAMP con 

muestras clínicas, por lo que este tema queda como perspectiva para futuros proyectos, 

así como la implementación de estos durante un brote de arbovirus. 
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10. Conclusiones 

 Se establecieron ensayos LAMP CHIKV y LAMP MAYV con detección de productos 

por colorimetría con rojo de fenol. 

 Los ensayos LAMP CHIKV y LAMP MAYV estandarizados fueron específicos ya que 

no amplifican otros arbovirus circulantes y tienen una sensibilidad similar a la 

obtenida por algunos grupos de trabajo. 

 El sistema colorimétrico con rojo de fenol fue efectivo para la detección de productos 

de amplificación de LAMP, permitiendo diferenciar a simple vista un resultado 

positivo de uno negativo. 

 Estos sistemas de detección son de bajo costo y requieren menor infraestructura y 

capacitación que los sistemas tradicionales de RT-qPCR, por lo cual pueden ser 

empleados en laboratorios menos especializados y en sitios de atención primaria. 
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12.  Anexo: Tabla Suplementaria - Características de los sets de primers generados de CHIKV y 

MAYV. 

Características de los sets de primers generados en Primer Explorer V5 para el gen nsP1 de CHIKV y MAYV 

Virus Set ΔG formación  
de dímeros 

Primer 5'pos 3'pos long Tm 5'dG 3'dG Secuencia 

MAYV 

1 -1.44 

F3 1 20 20 59.20 -4.91 -6.42 CACTCATCCTGGATATCGGC 

B3 183 200 18 59.23 -7.03 -4.91 GGTCGCCATCACTGACTG 

F2 27 44 18 59.38 -6.69 -5.29 CCTGCCAGGAGAATGCTG 

F1c 86 105 20 65.80 -5.75 -5.11 GCAGACGCTCTGGGTCCTCA 

B2 163 182 20 59.24 -5.35 -6.43 CAGGTCGTCTATCTTCGCTG 

B1c 111 132 22 64.83 -4.98 -5.45 TATGCCAGGAAGTTGGCCAAGG 

2 -1.44 

F3 1 20 20 59.20 -4.91 -6.42 CACTCATCCTGGATATCGGC 

B3 183 200 18 59.23 -7.03 -4.91 GGTCGCCATCACTGACTG 

F2 37 56 20 60.89 -4.91 -5.99 GAATGCTGTCTGAGCACACG 

F1c 86 105 20 65.80 -5.75 -5.11 GCAGACGCTCTGGGTCCTCA 

B2 163 182 20 59.24 -5.35 -6.43 CAGGTCGTCTATCTTCGCTG 

B1c 111 132 22 64.83 -4.98 -5.45 TATGCCAGGAAGTTGGCCAAGG 

3 -2.33 

F3 28 46 19 59.78 -6.25 -5.75 CTGCCAGGAGAATGCTGTC 

B3 183 200 18 59.23 -7.03 -4.91 GGTCGCCATCACTGACTG 

47 66 20 59.99 -5.66 -4.21 47 TGAGCACACGTACCATTGTG 
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Virus Set ΔG formación  
de dímeros 

Primer 5'pos 3'pos long Tm 5'dG 3'dG Secuencia 

87 106 20 65.56 -5.49 -5.20 87 AGCAGACGCTCTGGGTCCTC 

163 182 20 59.24 -5.35 -6.43 163 CAGGTCGTCTATCTTCGCTG 

111 132 22 64.83 -4.98 -5.45 111 TATGCCAGGAAGTTGGCCAAGG 

CHIKV 

1 -1.96 

F3 8 26 19 60.5 -6.39 -4.74 TCCCGACTCAACCATCCTG 

B3 176 195 20 60.01 -5.69 -4.86 AGTCCCCGATCTTTCCAGAA 

F2 27 46 20 59.48 -2.21 -7.09 GATATAGGTAGTGCGCCAGC 

F1c 68 89 22 65.94 -7.53 -3.59 CGGGCAAACGCAGTGGTACTTC 

B2 141 158 18 60.26 -4.13 -5.14 TTTTCCTGCGGCAGATGC 

B1c 90 109 20 63.39 -6.97 -4.59 ATGCGCAGCGCAGAAGATCC 

2 -2.24 

F3 31 48 18 60.34 -3.66 -5.41 TAGGTAGTGCGCCAGCAA 

B3 197 214 18 60.38 -7.52 -4.41 ACGGCCATCACCTCTTGT 

F2 57 76 20 59.93 -5.23 -4.74 ATGTCGGACAGGAAGTACCA 

F1c 97 117 21 64.35 -4.59 -7.42 GTCTCTCGGGATCTTCTGCGC 

B2 177 195 19 59.26 -5.69 -5.11 AGTCCCCGATCTTTCCAGA 

B1c 129 149 21 65.92 -6.28 -6.1 GCGAGAAAGCTCGCATCTGCC 

3 -2.20 

F3 187 205 19 59.16 -6.98 -5.08 TCGGGGACTTACAAGAGGT 

B3 365 383 19 59.32 -5.16 -5.02 GGTTGTGTCGAACCCTACC 
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Virus Set ΔG formación  
de dímeros 

Primer 5'pos 3'pos long Tm 5'dG 3'dG Secuencia 

F2 220 237 18 60.92 -6.33 -4.21 ACACGGAGACGCCAACAT 

F1c 263 284 22 65.47 -7.36 -3.99 CGCGACGTCTGCTCTCTGTCTA 

B2 346 363 18 59.94 -4.9 -5.2 AGTACGCCACTCGGACTC 

B1c 300 321 22 64.11 -4.37 -6.33 TATGCTGTACATGCACCCACGT 

4 -2.40 

F3 105 124 20 60 -5.2 -5.26 GATCCCGAGAGACTCGCTAA 

B3 299 318 20 59.35 -6.01 -4.47 TGGGTGCATGTACAGCATAG 

F2 143 161 19 59.74 -5.14 -4.01 ATCTGCCGCAGGAAAAGTC 

F1c 195 216 22 64.86 -7.18 -3.41 GCACGGCCATCACCTCTTGTAA 

B2 270 287 18 59.64 -5.16 -5.49 TATCGCGACGTCTGCTCT 

B1c 217 236 20 64.25 -4.91 -5.17 CAGACACGGAGACGCCAACA 

5 -2.00 

F3 144 161 18 59.17 -6.1 -4.01 TCTGCCGCAGGAAAAGTC 

B3 346 363 18 59.94 -4.9 -5.2 AGTACGCCACTCGGACTC 

F2 176 195 20 60.01 -4.86 -5.69 TTCTGGAAAGATCGGGGACT 

F1c 216 235 20 64.85 -6.01 -5.35 GTTGGCGTCTCCGTGTCTGG 

B2 313 332 20 59.61 -3.64 -6.01 GTGATATAGCGACGTGGGTG 

B1c 264 284 21 65.87 -4.74 -7.36 AGACAGAGAGCAGACGTCGCG 
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