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La Organizaciéon Mundial de la Salud, en julio de 2022, declara a la viruela
del mono como un problema publico de salud por brotes epidémicos en paises
que no han reportado esta enfermedad previamente. Esta patologia infecciosa
es causada por uno de la familia orthopoxvirus, endémico de Africa central
y occidental, que ha sido considerado relevante por ser el orthopoxvirus
mas importante internacionalmente. Actualmente, una deteccion rapida
de la enfermedad es importante para control epidemiolédgico, y se realiza
principalmente por técnicas moleculares de deteccidon como: amplificacion
mediada por recombinasa (RPA), GeneXpert, PCR en tiempo real y
amplificacion isotérmica mediada por bucle (LAMP). El objetivo fue describir
las técnicas moleculares usadas en el diagnéstico y estudio del virus de la
viruela simica. Las pruebas de deteccion molecular, a pesar de ser distintas
en su metodologia, presentaron una alta sensibilidad y especificidad en la
deteccion de los genes diana. Sin embargo, los estudios realizados en RPA, a
pesar de que fueron rapidas con un tiempo entre 7 — 30 minutos, presentaron
mejores limites de deteccion en relacion a las otras pruebas y detectaron a
los genes: G2R, G2L y la proteina de union al factor de necrosis tumoral,

sugiriendo una alta confiabilidad.

Palabras clave: Virus de viruela simica, Viruela simica, Técnicas de

Laboratorio Clinico, Técnicas de deteccidon molecular.
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Abstract

In July 2022, the World Health Organization
declared Monkeypox a public health issue due
to epidemic outbreaks in countries that had not
previously reported them. Monkeypox is caused
by a virus of the orthopoxvirus family, endemic
to Central and Western Africa, being considered
as the most significant strain of orthopoxvirus
internationally. The rapid detection of the disease
is of utmost importance for epidemiological
control. Molecular laboratory techniques used
for detection are: real time PCR, recombinase
polymerase amplification (RPA), GeneXpert and
loop-mediated isothermal amplification (LAMP).
The objective of this study is to describe the
molecular techniques used in the diagnosis and
study of the Monkeypox virus. Molecular screen
testing, despite being different fromits methodology,
showed high sensibility and specificity in detecting
the targeted gene. However, the studies performed
with RPA, even though they were fast, with time
used oscillating between between 7 and 30 minutes,
and presented the best detection limits compared
with the other tests; also, they detected the genes:
G2R, G2L and the protein that induces the tumor
necrosis factor, which suggests high reliability.

Keywords: Monkeypox virus, Monkeypox, Clinical
laboratory techniques, Molecular Diagnostic
Techniques.

Introduccion
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La viruela del mono es una patologia de caracter
infecciosa ocasionada por orthopoxvirus (1) es
zoonotica y endémica de zonas de selva tropical
en Africa occidental y central (2). Sin embargo,
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
en julio de 2022, declara a esta infeccion como
un problema de salud publica debido a brotes
epidémicos en paises que jamas han reportado esta
enfermedad (3).

Los orthopoxvirus son un género que abarcan:
virus de la viruela bovina, vaccinea (empleado en
la vacuna contra la viruela), y virus de la variola (4).
Sin embargo, a pesar de que en 1980 es declarada
erradicada por el sistema de vacunacion, el virus
de la viruela simica es considera el orthopoxvirus
mas importante internacionalmente (5).

En el 2022, el Centro para el Control y Prevencion
de Enfermedades (CDC) ha reportado 78.379
casos de la viruela simica en todo el mundo, siendo
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el 98 % en ubicaciones que no han presentado
historicamente esta patologia (6). Ademads, la
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS)
manifestd que en las Américas mantienen
alrededor de los 40.000 casos (3,6).

Por otra parte, la OPS asegura que puede ser muy
dificil el diagndstico en funcion a la clinica del
paciente, debido a la gran cantidad de patologias
que se caracterizan por erupciones cutaneas. Es
por esta razén que se debe ofrecer una prueba de
deteccion molecular al paciente que se considere
como un caso sospechoso (7,8). No obstante, a
pesar de que se considere al PCR en tiempo real
como el “gold standard” para la deteccion de la
viruela simica (9), las dificultades técnicas por
costos operativos y tiempo de lectura, ha hecho
que se implementen técnicas novedosas en la
deteccion molecular (10).

Porlotanto, lafinalidad de estarevision es describir
las técnicas moleculares usadas en el diagndstico
y estudio del virus de la viruela simica.

Definicion

En 1958, en monos cynomolgus se identificaron
erupciones pustulares que resultaron ser causadas
por el virus de la viruela simica (11). Estos fueron
enviados desde Africa a Copenhague, con fines
investigativos; de ahi, el nombre (12). En la década
de los 70°, en la Repuiblica Democratica del Congo
(RDC) se notifica del primer caso en un pediatrico
de 9 meses de edad (13). Dos clados se han
identificado desde entonces: las cepas de Africa
Occidental y las de Africa Central. La letalidad
de estas es de 3.6 % y 10.6 % respectivamente
(14). La cepa de Africa Occidental generalmente
da infecciones mas autolimitadas, mientras que la
cepa de Africa Central se asocia a mayor letalidad
y transmisibilidad (15).

Al ser un virus de DNA, la viruela simica
corresponde a la familia de los Pokviridae
pertenecientes al género Orthopoxvirus (16).
Los Pokviridae se clasifican en dos subfamilias:
Choropoxvirinae y Entomopoxvirinae (17). En
la subfamilia de los Choropoxvirinae, hay cuatro
géneros que pueden inducir enfermedades en
humanos, entre estos, los Orthopoxvirus. Este
género contiene varios virus que infectan humanos
como: virus de la viruela bovina, viruela del mono,
virus de la viruela, entre otros (12).
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Genoma viral 10—6 veces por replicacion. En el brote del afio
2022, en Estados Unidos, se evalu6 la secuencia
gendmica del virus y se pudo determinar la gran
cantidad de mutaciones en comparaciones con
los anteriores estudios. Estas mutaciones se
dieron principalmente en el gen APOBEC3 (del
inglés, apolipoprotein B mRNA Editing Catalytic
Polypeptide-like 3) en la porcion 5’ guanina
adenina — adenina adenina (18).

El virus de la viruela simica mide entre 200 —
250 nanometros y presenta una doble cadena de
DNA del genoma que mide aproximadamente
197.2 kilobases (kb) y es capaz de codificar
181 proteinas. El genoma es lineal y presentan
extremos en horquillas (3” y 5°). Los 10 kb de
las repeticiones terminales invertidas (ITR) se
localizan en los extremos del genoma. Por otra

parte, los genes de “mantenimiento” se localizan En Alemania, durante el brote de 2022, Jones et al.
en el area central y se encargan de los procesos de: (19) analizaron 47 secuencias gendmicas del virus.
replicacion, transcripcion y ensamblaje viral. Los Se observé que hubo cambios en aminoacidos no
genes codificados en las terminales del genoma sindnimos en comparacion con cepas anteriores al
variany lo diferencia de otros poxviridae. Ademas, brote. Se analizaron cambios en la regién 5’ del
producen proteinas implicadas en la enfermedad y gen APOBEC3 que se duplic6 en secuencia de dos
propagarse en otros hospederos (18). lesiones en un mismo paciente. Ademas, debido

a una translocacion en los extremos del genoma,
cuatro genes cerca del extremo 3’ se eliminaron o
interrumpieron. Esta reorganizacion gendomica es
importante para los Orthopoxvirus debido a que
le da ventajas evolutivas y les permite adaptarse
en esta, sin precedentes, transmision de persona a
persona en el actual brote (19).

La replicacion viral se da a nivel citoplasmatico
de las células infectadas. La endocitosis viral,
la micropinocitosis y la fusion de membrana
celular, facilitan la entrada del virus a Ia
rofaringe, nasofaringe, tejido celular subcutaneo,
intradérmico e intramuscular. Ademas, la
fagocitosis inmunomediada se desencadena por

la replicacion viral, haciendo que el virus se En las zonas terminales del genoma, es mas visible
propague por: ganglios linfaticos, amigdalas, la plasticidad genomica de los Orthopoxvirus por
sangre, bazo, entre otros oOrganos (18). sus dos repeticiones terminales invertidas (ITR). La

modificacion de estas areas facilita la adaptacion
del virus al cambio de huéspedes. Ademads, las
diferencias entre las ITR de los clados de Africa
occidental y central sugieren la evolucion del
virus aumentando: la virulencia, transmisibilidad
y evasion inmunitaria. Por lo que se sugiere que
estos cambios aumentarian los casos de viruela
simica en un corto o largo plazo (18).

Epidemiologia

Desde el primer caso reportado en 1970, esta
patologia se ha esparcido a paises proximos de
la region, especialmente en el Centro—Oeste

Figura 1: Estructura y genoma del virus de de Africa (13). En el 2003, se reportaron a los
la viruela simica. Disponible en: Karagoz A, primeros pacientes contagiados de viruela simica
Tombuloglu H, Alsaced M, Tombuloglu G, fuera del continente africano, identificindose
AlRubaish AA, Mahmoud A, et al. Monkeypox 72 casos sospechosos o confirmados en Estados
(mpox) virus: Classification, origin, transmission, Unidos. Estos pacientes se infectaron por estar en
genome organization, antiviral drugs, and contactos con animales infectados previamente
molecular diagnosis. J Infect Public Health. 2023 con pequefios mamiferos importados de paises
Apr 1;16(4):531-41. africanos (20).
Evolucion del genoma del virus de la viruela En mayo de 2022, se confirma por la OMS el
simica primer caso en Reino Unido. Era una persona que

viajo previamente a Nigeria. Varios dias después,
dos casos mas fueron identificados. Estas no,

Los poxviridae mutan alrededor de 10-5 y
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presentaron viajes previamente, ni estuvieron en
contacto con el caso que se reportd dias previos
(21). Los hombres jovenes han sido el grupo etario
mas reportado con casos de viruela simica; estos
fueron identificados como hombres que tienen
sexo con hombres (HSH), sin previo viaje a paises
endémicos (22). En la actualidad, la cepa de Africa
Occidental ha sido aislada recientemente en este
brote internacional (15). En el 2022, el CDC ha
reportado 78.379 casos, mientras que en América
Latina son alrededor de 40.000 casos (3,6).

Transmision

Animales infectados pueden transmitir la
enfermedad a un humano mediante: mordeduras,
arafazos y la mal coccion de la carne de estos
(15). No obstante, el reservorio definitivo del
virus no ha sido claramente identificado, ya que ha
sido aislado de varios animales como: mamiferos
pequefios y primates no humanos (23). Por otra
parte, el contacto piel con piel o con fémites como:
sdbanas, ropa y el intercambio de secreciones
respiratorias; pueden ser factores de riesgo para la
transmision entre humanos (24).

Apesarde serunatransmisionde caracter zoondtica,
no se ha logrado distinguir apropiadamente el
reservorio natural del agente patogeno. Entre los
mas estudiados son: monos, ardillas de arbol,
roedores, marsupiales de Gambia, etcétera (25) .
La transmision se podria dar por el contacto con
las lesiones de estos animales (26). Ademas, la
transmision entre personas se debe al contacto
directo con: fomites contaminados, lesiones
dérmicas, goticulas o aerosoles de pacientes
infectados. Por otra parte, los pacientes que tienen
mas riesgo de contagio son aquellos que tienen
contacto doméstico y comparten habitaciones
con personas infectadas (26). Ademas, la OMS
considera a las relaciones sexuales como un factor
de riesgo muy importante en ciertas poblaciones,
especialmente entre HSH, particularmente sin
proteccion y con multiples parejas (26).
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e Presentacion clinica

Fase de la infeccion Duracién (dias) Caracteristica
Enantema N/A Lesiones inician en boca y lengua.
Maculas 1-2 En cara, extremidades y genitales.
Papulas 1-2 Lesiones maculares progresan a papulares.
Vesiculas 1-2 Lesiones vesiculares se suelen presentar.
Pustulas 5-7 e Pustulas elevadas, redondas y firmes al
tacto.
*  Preceden alas costras.
Costras 7-14 e Pustulas se forman costras a la segunda
semana.

Tabla #1: Presentacion clinica de la viruela simica.
Obtenido de: Clinical Recognition | Monkeypox
| Poxvirus | CDC [Internet]. 2022 [cited 2022 Dec
1]. Available from: https://www.cdc.gov/poxvirus/
monkeypox/clinicians/clinical-recognition.html.

Los pacientes son infecciosos desde el momento
que presentan sintomas. En raras ocasiones,
los pacientes presentar complicaciones como:
encefalitis, sobreinfeccion bacteriana, neumonitis,
queratitis y conjuntivitis. Esto se puede asociar a
la salud inicial del individuo (15,27).

Diagnostico

El diagnostico de la viruela simica basado
solamente en la clinica es insuficiente, debido a
los signos y sintomas de otros poxviridae, muy
similares a la de la viruela simica. Por estarazon, se
debe utilizar técnicas moleculares de diagnostico
rapido para un control epidemioldgico apropiado.
El método de eleccion es la PCR en tiempo real;
sin embargo, en ciertos paises puede encontrarse
limitaciones principalmente en el costo de los
equipos (28).

Por otra parte, no se ha limitado el uso de pruebas
moleculares, ni el numero de genes diana a utilizar.
Sin embargo, se debe considerar que toda prueba
molecular debe detectar al menos un gen diana
para identificar la presencia del virus (29).

Técnicas moleculares

Las pruebas moleculares para la deteccion del virus
incluyen: prueba de PCR en tiempo real (QPCR),
amplificacion de polimerasa de recombinasa
(RPA), geneXpert y tecnologia de amplificacion
isotérmica mediada por bucle (LAMP) (30).
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PCR en tiempo real unidon al ADN monocatenario estabiliza la cadena
desnaturalizada y permite que los cebadores se

De acuerdo a las recomendaciones de la OMS, hibridan en la I‘Cgiél’l diana (33)

la PCR es la prueba mas efectiva, por lo que, es

considerada el gold standard para la deteccion La duracion de la prueba puede ser entre 10 — 30
de bases nucleicas (31,32). La qPCR, también minutos y requiere una temperatura entre 37 — 42
conocido como PCR cuantitativa, detecta la C°(33,37,38).

presencia del patdgeno, principalmente virus, sin
la necesidad de electroforesis y en tiempo real.
La utilizacién de: sondas, cebadores o moléculas
fluorogénicas facilita la deteccion de los
amplicones. Durante la amplificacion, se logra la
deteccion de la fluorescencia, lo que cuantifica los
amplicones en el PCR en tiempo real. El registro
de la transmision emitida por la fluorescencia se
da en la amplificacion del gen, mediante un equipo
de sensor Optico y los resultados se evidencia
con la presencia de una curva que tiene 4 fases GeneXpert
distintas y reflejan la eficiencia de la amplificacion
y el umbral de ciclo de la prueba. Se utiliza el
umbral de ciclo de la prueba para elaborar una
curva estandar con valores obtenidos de distintas
cantidades de esa molécula, esto para determinar el
namero de copias de gen diana. En pocas palabras,
se compara la curva estandar con el umbral de
ciclo de permitiendo analizar el nimero de copias

En comparacion con las pruebas PCR, es mas facil
de usar y no requiere componentes tan costosos,
siendo util en entornos de bajos recursos (35).

La principal limitacion del RPA es que esta
prueba se utiliza principalmente en investigacion
cientifica, por lo que su uso es limitado. Ademas,
los kits de RPA son costosos y dificiles de
conseguir (39).

GeneXpert es una prueba semicuantitativa que
amplifica y purifica los 4cidos nucleicos del virus.
Este utiliza un cartucho para evitar contaminar
la muestra (40). Esta tecnologia se la emplea
principalmenteenel diagndsticode Mycobacterium
Tuberculosis con resistencia a la rifampicina,
virus del ébola y Stafilococo Aureus resistente a la

del gen diana (33). meticilina (40,41). Segin Li D et al. (4}0),.&31 ensayo

con GeneXpert mostr6 una alta sensibilidad (100
La principal limitacion del PCR en tiempo real %) y especificidad (100 %) en muestras de casos
es que requiere un laboratorio acondicionado sospechosos de pacientes con la viruela simica,
y un soporte estructural Optimo para trabajar siendo muy preciso independientemente del tipo
con esta tecnologia, lo que aumenta el tiempo de muestra recolectada (vesicula o costra). Una de
de analisis y el costo. Ademads, se necesita un las ventajas del uso de GeneXpert es la minima
manejo, pretratamiento y transporte altamente manipulacioén de la muestra antes de cargar en el
especializado (34). cartucho y la automatizacion del equipo. Por otro

lado, se menciona que la prueba presenta ciertos

Técnica de amplificacion mediada  por factores negativo como el alto costo de la maquina

recombinasa (RPA) GeneXpert de aproximadamente 60.000 USD.

La técnica de amplificacion r,ne.:d1ada por Método de amplificacion isotérmica mediada
recombinasa (RPA) es una prqeba r‘aplda, sencilla por bucle (LAMP)

y especifica para la amplificacion de bases

nucleicos que requiere una temperatura constante El método de amplificacion isotérmica mediada
(35). A diferencia del PCR, esta no requiere por bucle (LAMP) se caracteriza por realizar una
desnaturalizar la temperatura con calor debido a amplificacion de manera mas rapida y econdmica
que la actividad enzimatica hibrida los cebadores en comparacion a otras técnicas (42). Requiere
en la region objetivo (36). Para la amplificacion una temperatura constante entre 60 — 65 C°y la
del gen diana, la RPA utiliza, principalmente, técnica requiere la utilizacion de 4 — 6 cebadores
tres proteinas y enzimas como: recombinasa, que permitan la formacién de horquillas en las
polimerasa de desplazamiento de cadena y primeras fases de sintesis del ADN (33,43,44).
proteinas de union al ADN monocatenario. La Siendo indispensable un correcto disefio de los
recombinasa se une a los cebadores para formar cebadores. Estos cebadores reconocen de 6 — 8
el complejo cebador — recombinasa, facilitando regiones distintas del gen diana; por lo que, se
la desnaturalizacion. Ademads, la proteina de considera al LAMP como una prueba altamente
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precisa y eficaz (33). nombre de la revisa, disefio de estudio, resultados,
) ) ) conclusiones.

A diferencia de otras técnicas moleculares, el

LAMP amplifica el ADN no desnaturalizado. Esto Limitaciones: Las limitaciones del trabajo se

se da con la ayuda de enzimas especificas como: debieron a: acceso restringido, idioma, estudios

Bsm ADN polimerasa y Bst ADN polimerasa y recientes no finalizados.

conservan su actividad enzimatica a 63 C°y 66 C°,
respectivamente. Estas enzimas catalizan 5°-3°,
asi como la polimerizacion de ADN 3’ —5°, ya que
posee actividad de desplazamiento de cadena (33).

No obstante, LAMP tiene ciertas limitaciones
como la contaminacion cruzada, la cual puede estar
presente en aerosoles. Los investigadores deben
ser conscientes de estas posibilidades y mantener
correctas ventilaciones y analisis de muestras por
separado (45).

Metodologia

El presente estudio es una revision bibliografica de
tipo narrativa.

Identificacion: Se realizé una bisqueda basandose
en los Descriptores de Ciencias de la Salud (DeCS)
y MeSH utilizando términos como: “monkeypox”,
“monkeypox  virus’,  “Clinical laboratory
techniques”, “Molecular Diagnostic Techniques”.
Se establecieron las siguientes estrategias de
blusqueda “monkeypox AND Clinical laboratory
techniques”, “monkeypox virus AND Clinical
laboratory techniques”, “monkeypox virus AND
Clinical laboratory techniques AND Molecular
Diagnostic Techniques”.

Tamizacién: Se aplicaron criterios de inclusion
de los términos en busqueda, resumen, palabras
claves o titulo; publicaciones en espafol e inglés;
articulos originales y tuvo como objetivo técnicas
de deteccion molecular en pacientes con viruela
simica. Estudios encontrados se analizaron para
descartartitulos duplicados. Algunas sintaxis parala
busquedafueron: Pubmed“(("Monkeypox"[Mesh])
AND ("Clinical Laboratory Techniques"[Mesh],
Science direct “((monkeypox virus AND clinical
laboratory techniques AND molecular laboratory
techniques))”.

Eleccion: Se aplicaron los criterios de exclusion
como: tesis, carta al editor, ensayos clinicos,
pacientes pediatricos, embarazadas; ademas,
estudios no disponibles en la base de datos
consultadas. Inclusion: Se incluyeron estudios
que cumplieron con los requisitos, analizando las
variables de forma cualitativa: afio, autor, titulo,
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' Ne | Técnica Autor/Afio Titulo del articulo Gen diana Limite de Especifici ¢
molecular detecciones
La sensibilidad de estos genes fueron elevadas. Sin embargo, el gen G2R presenté una reaccion de
Evaluation and clinical ciclos (Ct) ligeramente menor al del gen F3L, seguramente a la presencia de dos copias en la
L Mills M et validation of monkeypox . F3L 5.6 copias/a 6.8% ) region ITR del genoma. No obstante, el CDC avisé en septiembre de 2022 deleciones del gen
al(46). 2023 (mpox) virus real-time PCR. . GIR 2 / - G2R, o que podria afectar al diagnéstico molecular. EI CDC no ha reportado dicha delecion con
assays el gen F3L.
Se describio al primer sistema que localiza una secuencia de nucleétidos conservado entre todos
los poxviridae con una especificidad de 99.8% y sensibilidad de 100%. EI gen diana D6R forma
A novel and sensitive real- parte de los “genes centrales” todos los poxvirus, incluyendo la viruela simica. Estos tienen
Luciami Letal | time PCR system for <10° funciones esenciales; por o que se incluyen en todas las variantes y virus emergentes. A pesar de
2 (@7). 2021 universal detection of D6R copias/eaccion 100% 99.8% las constantes mutaciones de esta familia, la sensibilidad y efectividad no deberian afectarse.
poxviruses
- 3 Este estudio propuso un método simple, especifico y rapido de d ion viral entre 1
Species-specific dermatolégicas como: varicela, viruela simica y virela. La utilizacién de los genes usados en el
3 Maksyutov R et gf:ﬁ:::i‘;."ﬂ'\:.:l:}f;. F3L ~ R R analisis del PCR elimina los falsos negativos y falsos positivos de los 34 especimenes estudiados.
al(48). 2016 ! Ypox & -
zoster viruses by real-time
PCR assay
o . La especificidad del estudio se determin mediante ADN pertenecientes a 29 cepas de 6 especies
Shehelkunov S ?dpe i;ﬁé:ﬂiilgivmm d_:‘ x?nopox_vims. E_l uso de los adores y los genes i _ no 1 _rea_ccién entre los
4 cation 5% B7R 50 copias/reaccion | - 100% distintos virus. teniendo una especificidad del 100%. La minima cantidad de plasmidos detectados
etal (49) 2011 z"m‘:‘T"\‘;;p ;1“5;:;::“" por el PCR para el virus de la viruela simica fue de 20 copias por reaccion.
Monke < virus detecti Los n?sul_mdos en an_in_uflcs para la deteccion del v_irus de la virucla simica su_gicrcn una alta
MVonkeypox virus detection especificidad y sensibilidad. Se detects la presencia de proteinas y/o ADN viral en al menos un
KuleshDetal | Irodents usingreal-time 3% | -y tejido estudiado de los roedores.
5 (50), 2004 minor groove binder TagMan | 7 0 11-55 fg - -
assays on the Roche :
LightCycler
3 Rapid detection and El gen HA s fico para los ortt irus. siendo indi para excluir
s Differentiation of Human diagnésticos diferenciales. Ademas esto reduciria los costos y esfuerzos de los laboratorios para
£ . Pathogenic O|1hop0x Viruses | Gen utilizar i i para la ion viral.
6 8 Panning M et bya 1 1o 25 . . _ _
g al(51). 2004 Energy Transfer Real-Time (HA)
P PCR Assay
g
Se desarrollo 3 métodos de deteccion isotérmica basados en bi para la rapida d
Development and o Proteina de del virus y se obtuvieron resultados de entre 20 — 30 minutos. EI RPA en tiempo real y RAA-LFS
Characterization of union al presentaron una coincidencia del 100% de los resultados con el PCR en tiempo real en el
S Recombinase-Based factor de 100 diagnostico del virus, mientras que el RPA-Cas12a tan solo un 83.3%.
7 H Mao Letal Isothermal Amplification necrosis o - -
2 (37). 2022 Assays (RPA/RAA) for the tumoral. copasireaceion
g Rapid Detection of e G2L
= Monkeypox Virus * G2R
el
'E * Proteina de Mediante ¢l uso de RPA para ¢l diagnostico del virus en ambos clados, se detectaron en 7 minutos
= . unién al con una deteccion de 16 moléculas de ADN/ul. Al compararlo con el PCR en tiempo real, no se
2 Dede S et al ‘lzec‘l’f‘r‘lff“’f’se ,pf’_l?’,"fe"‘“? " factorde [ o s d encontr correlacion entre e tiempo minimo de deteccion del RPA y el PCR, ya que el RPA
8 S cde s e d ampriiication assay for rapl necrosis moleculas de 95% 100% detecta al virus mas rapido que la PCR.
=N (38). 2019 detection of Monkeypox ADN/ul.
Z virus tumoral.
2 . GIL
~ * G2R
El ensayo por GeneXpert mostro alta: especificidad, sensibilidad, VPP y VPN en pacientes con
sospecha de la infeccion, independientemente de la muestra (vesicula o costra) ¢ identificé al
virus en cualquier etapa de erupcion. Se usaron estas muestras ya que proporciona estabilidad y
Evaluation of the GeneXpert confiabilidad a los cartuchos. No obstante, las limitaciones del proyecto incluyeron algunas
9 ] LiDetal (40). | for Human Monkeypox G2R 2.561g 98.8% 100% pruebas fallidas, debido a las particulas que se generaban por la pulverizacion de las costras. Asi
;‘?:‘ 2017 Diagnosis también, se requiere alta i e de les del manejo del Gene Xpert
F para optimizar su rendimiento. Otra importante limitacion fue el costo de la maquina y cartuchos.
3
Y Se generaron resultados precisos en 30 minutos presentando una coincidencia del 100% en
'(_:‘:' Developm:_*,m of a Novel relacion al PCR en tiempo real con una sensibilidad a 2 x 10° limites de deteccion. Ademas, el
2 Yu C et al (44). Loop-.Mcdl.alcd Isothermal 2x10° uso de PCR en tiempo real se encuentra limitado por la necesidad de equipos sofisticados v
10 g Amplification Method for a N4R copias/reaccion - - personal muy capacitado, limitdndose en regiones con recursos limitados. Por esta razon, LAMP
k= Rapid Detection of piasy se considera como una alternativa necesaria para el control de la infeccion en regiones que tengan
;g Monkeypox Virus Infections dificultades en la infraestructura de sus laboratorios.
5
£ b R Sc scleccionaron los genes objtivos: A27L y F3L, para la formacion de ccbadores. El gen F3L se
E evelopment of a Loop- i > gones O h ton & e een
z Mediated Isothermal utilizo para la delecuou.en tiempo real, mientras que el A27L. para mejorar la especificidad. Se
n 3 Feng J et al Amplification Method for . A27L 102 R R detectd eficazmente al virus con una concentracion de 20 copias y con el uso de cebadores A27L-
g (43). 2022 Rapid and Visual Detection | * 131 copias/reaccion 1y F3L-1. e destaca la importancia de innovar con métodos mis répidos v sencillos para cl
of Monkeypox Virus control de enfermedades infecciosas; por esto, LAMP tiene ventajas, ya que es muy simple,
] ' ifico, sensible y de bajo costo.
e Loop-mediated isothermal A pesar de las ventajas técnicas y econdmicas que proporciona LAMP sobre el PCR en tiempo
12 a2 Lizuka T et al amplification-based DI4L 10%* 70 80% 100% real, la especificidad y sensi ilidad fue de entre 70 — 80%. Sin embargo, el uso de LAMP facilita
<Et 9 (52). 2009 diagnostic assay for copias/reaccion diferenciar los clados del virus de la viruela simica otorgando beneficios para el control de la
= monkeypox virus infection enfermedad.

Tabla #2: Resultados de los genes diana y limite de deteccion con las distintas pruebas moleculares.

Fuente: Elaboracion propia.

Discus

Los estudios realizados por la amplificacion mediada (51) que reportd el gen hemaglutida con un limite
por recombinasa (RPA) fueron los articulos con los de 25 copias/reaccion, siendo altamente eficaz.

limites de deteccion mas bajos que el resto de las
técnicas y con los mismos genes diana estudiados:
G2L, G2R y proteina de unidn al factor de necrosis
tumoral. Esto se suma a la rapida deteccion que varid
entre 7 — 30 minutos (37,38). Los estudios hechos con
PCR en tiempo real y LAMP utilizaron algunos genes
diana que difirieron entre si y con limites de deteccion
ligeramente superiores. Sin embargo, destaca Yu C
et al. (44) que con un limite de deteccion 2 x 100
copias/reaccion y el gen diana N4R identificd la
presencia del virus en 30 minutos y Panning M et al.

Estos estudios para detectar al virus de la viruela del
mono u otros poxviridae, presentan distintos genes
diana y limites de deteccion. Como se muestra
en la tabla #2, en las pruebas de PCR en tiempo
real, Mills M et al. (46) con un limite de deteccion
de 65,6 copias/ml para los genes F3L y G2R,
presentaron una alta sensibilidad y especificidad.
Sin embargo, el gen G2R presentd una reaccion de
ciclos menor al del gen F3L, debido a la presencia
de dos copias en la region ITR. Ademas, Kulesh D
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etal. (50) con un limite de deteccion de 11 —55 fgy
Maksyutov R et al. (48) con un limite de deteccion
no reportado, detectaron al gen F3L. Sugieren una
alta especificidad y sensibilidad lo que eliminaria
falsos positivos y negativos; incluso, detectando al
virus en tejido de roedores.

En las pruebas por amplificacion mediada por
recombinasa (RPA), Dede S et al. (38) con un
limite de deteccion de 16 moléculas de ADN/
ul, siendo mas rapido y eficaz que el estudio
propuesto por Mao L et al. (37) con un limite de
deteccion 10”0 copias/reaccion, detectaron a los
genes: G2L, G2R y proteina de unidn al factor de
necrosis tumoral. Dede S et al. (38) detect6 al virus
en 7 minutos, siendo mas rapido que la prueba de
PCR en tiempo real con una especificidad (100) %
y sensibilidad (95 %) altas; mientras que Mao L et
al. (37) tard6 entre 20 — 30 minutos para conseguir
el mismo resultado. No obstante, la coincidencia
de la técnica de RPA-Casl2a con la de qPCR fue
tan solo de un 83.3 %. Por otro lado, la prueba
de GeneXpert propuesta por Li D et al. (40) que
investigd el gen G2R con un limite de deteccion
de 2.56 fg demostro fiabilidad en el estudio por un
alto: sensibilidad (98.8 %), especificidad (100 %),
valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo
negativo (VPN), independientemente de la toma
de la muestra (costra o vesicula) y de la etapa de
erupcion. No obstante, las dificultades para la toma
de muestras y los altos costos de la prueba, sugieren
una considerable limitacion para el estudio.

En la prueba de amplificacion isotérmica mediada
por bucle (LAMP), los autores no coincidieron con
el estudio de un mismo gen diana. Ergo, Yu C et
al. (44) inform6 que el gen N4R con un limite de
deteccion relativamente fiable de 2 x 10”0 copias/
reaccion, genero resultados precisos en 30 minutos
con una tasa de coincidencia del 100 % con la
prueba de qPCR. Ademas, este autor afirmoé de las
limitaciones que conlleva las maquinas de PCR,
como: dificultades en zonas con recursos limitados
y necesidad de personal muy capacitado. Feng
J et al. (43) detectaron a los genes F3L y A27L
con un limite de 1072 copias/reaccion. Afirmo
que la utilizacion de cebadores indic6 mayor
sensibilidad y especificidad. Adicionalmente,
destacd la importancia de innovar con mas pruebas
moleculares que puedan sustituir en ciertas
situaciones a la prueba de PCR. Por ultimo, Lizuka
Ietal. (52) conun limite de 10"2.4 copias/reaccion,
identifico al gen D14L; sin embargo, a pesar de las
ventajas que afirma el autor de la técnica LAMP

sobre la qPCR, la sensibilidad fue entre 70 — 80 %.

Panning M et al. (51) en su estudio identificé al
gen hemaglutida con un limite de deteccion de 25
copias/reaccion, el cual se presentaespecificamente
en la familia de los orthopoxvirida. Este permitiria
la deteccion de estos virus, incluyendo al de la
viruela simica, ademas de reduccion de costos y
reactivos, facilitando la exclusion de diagnosticos
diferenciales. Shchelkunov S et al. (49) report6 al
gen diana B7R para la identificacion de: viruela
simica, vaccinia, viruela bovina y el virus de la
variola, con un limite de 50 copias/reaccion.
El estudio demostré6 que el uso de cebadores
adecuados a este gen facilito una especificidad del
100 % en la deteccion de estos virus. Por altimo,
Luciani et al. (47) afirma haber realizado el primer
ensayo que detecta a cualquier poxviridae gracias
al gen D6R, el cual es un gen central que se
encuentra en toda esta familia de virus. Con un
limite de <1000 copias/reaccion, este gen tiene
una sensibilidad (100 %) y especificidad (99.8
%) facilitando el diagnostico de estas infecciones,
incluyendo nuevas cepas o virus emergentes.

Conclusiones

Se concluy6 que las principales técnicas presentan
diversos métodos de amplificacion gendmica para
detectar al virus de la viruela del mono, estas
se diferencian segun: la temperatura utilizada,
la computarizacion de la prueba, la cantidad de
cebadores empleados e incluso las limitaciones
de cada una; ergo, todas estas presentan una alta
sensibilidad y especificidad en la identificacién
de los genes. Ademas, los estudios realizados en
RPA que detectaron a los genes: proteina de union
al factor de necrosis tumoral, G2L y G2R, con
los limites de deteccidon mas bajos, presentaron
alta confiabilidad y rapidez en la identificacion
del virus. Por otra parte, los estudios recopilados
sugieren que, a pesar del gen diana reportado, el
limite de deteccion es indispensable para asegurar
una correcta fiabilidad y reproducibilidad de la
prueba, lo que puede ser importante para mejorar
el tiempo del diagnostico y asegurar un rapido
cerco epidemiologico.

Revision por pares

El manuscrito fue revisado por pares ciegos y fue
aprobado oportunamente por el Equipo Editorial
de la revista INSPILIP.
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