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Glosario

Anélisis in silico: Método de investigacion que utiliza la computacion y las simulaciones por
computadora para analizar y predecir el comportamiento de moléculas y sistemas biol6gicos

(Brogi et al., 2020).

Bioinformatica: Disciplina interdisciplinaria integradora de la biologia, la informatica, la
matematica y estadistica para el almacenamiento, analisis e interpretacion de datos bioldgicos
complejos, especialmente aquellos derivados de secuencias genomicas, transcriptomas vy
protedmicas. Esta disciplina permite el analisis in silico de grandes volumenes de informacion
biologica facilitando la identificacion, comparacion de secuencias y disefio de herramientas

moleculares (Lesk, 2019).

Cebadores: Son fragmentos cortos de ADN o ARN que actian como puntos de inicio para la

replicacion o amplificacion de una secuencia de ADN especifica (Sambrook et al., 1989).

RT-LAMP (Amplificacion Isotérmica Mediada por Bucle de Transcripcion Inversa):
Técnica de diagndstico molecular que permite la deteccion y amplificacion rapida de ARN viral
mediante una reaccidn isotérmica a temperatura constante (entre 60-65 °C) sin requerir un
termociclador. Combina la transcripcion inversa con una amplificacion altamente especifica
teniendo en cuenta el uso de multiples cebadores dirigidos a regiones conservadas del genoma
diana, lo que proporciona alta sensibilidad y rapidez en la obtencién de sus resultados (Mori &

Notomi, 2009; Notomi, 2000).
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Serotipos: Son subgrupos de un microorganismo (como un virus o una bacteria) que se clasifican

segln sus caracteristicas antigénicas (Mietzner et al., 2016).

Virus del Dengue (DENV): es un Orthoflavivirus de ARN que causa la enfermedad del dengue,
transmitido por mosquitos principalmente del género Aedes, con cuatro serotipos que provocan
desde sintomas leves tipo gripe hasta cuadros graves como fiebre hemorragica y shock, afectando
a millones en zonas tropicales y subtropicales, sin tratamiento especifico mas alla del manejo

sintomatico (Postler et al., 2023; Wilder-Smith et al., 2019).
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Resumen

Titulo: Andlisis in silico de la Reaccion de Amplificacion Isotérmica Mediada por Bucle de
Transcripcion Inversa (RT-LAMP) para la identificacion del Virus del Dengue (Orthoflavivirus
denguei) en Colombia

Autor: Natalia Andrea Ortiz Salamanca

Palabras Clave: Virus del Dengue, RT-LAMP, in silico, Bioinformatica, Cebadores

El dengue constituye un reto creciente para la salud publica en Colombia, lo que refuerza la
necesidad de herramientas diagnosticas moleculares rapidas, sensibles y operativamente viables.
En este estudio se evaluo in silico la aplicabilidad de la técnica RT-LAMP para la identificacion
genomica de los cuatro serotipos del Virus del Dengue (DENV-1-DENV-4). Se recuperaron 1.159
secuencias gendémicas completas desde GenBank correspondientes a 11 paises de Suramérica vy,
tras un proceso de control de calidad y depuracidn taxondmica (exclusién de secuencias con
nucleotidos ambiguos/gaps, longitudes no compatibles y discrepancias serotipicas), se consolidd
un conjunto final de 794 secuencias para el analisis. Se realizaron alineamientos multiples por
serotipo y pais, se estimo la variabilidad genética y se construyeron secuencias consenso (estrictas
y mayoritarias), priorizando Colombia, Venezuela y Ecuador por su relevancia epidemiologica y
circulacion regional. A partir de ventanas de 1.500 pb en los consensos mayoritarios se disefiaron
112 sets de cebadores RT-LAMP mediante NEB® LAMP Primer Design Tool (DENV-1: 23;
DENV-2: 32; DENV-3: 32; DENV-4: 25), seleccionando posteriormente un set representativo por
serotipo en regiones altamente conservadas. La validacion in silico mediante BLASTn evidencio
alta concordancia con secuencias del serotipo objetivo y la evaluacién frente a Chikungufia, Zika
y Fiebre amarilla no mostr6 compatibilidad completa consistente con amplificacion RT-LAMP
funcional. Adicionalmente, el analisis fisicoquimico (Guanina-Citocina, Tm y AG) indico
parametros compatibles con criterios reportados para LAMP. En conjunto, estos resultados
respaldan el disefio in silico como una etapa robusta para el desarrollo de ensayos RT-LAMP

serotipo-especificos para dengue, cuya implementacion requiere validacion experimental y clinica.
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Abstract

Title: In silico analysis of Reverse Transcription Loop-Mediated Isothermal Amplification
Reaction (RT-LAMP) for the identification of Dengue Virus (Orthoflaviviridae denguei) in
Colombia

Author: Natalia Andrea Ortiz Salamanca

Key Words: Dengue Virus, RT-LAMP, in silico, Biomolecular, Primers

Dengue represents a growing challenge for public health in Colombia, which reinforces the need
for rapid, sensitive, and operationally feasible molecular diagnostic tools. In this study, the in silico
applicability of the RT-LAMP technique was evaluated for the genomic identification of the four
dengue virus serotypes (DENV-1-DENV-4). A total of 1,159 complete genomic sequences were
retrieved from GenBank, corresponding to 11 South American countries. After a quality control
and taxonomic curation process (excluding sequences with ambiguous nucleotides/gaps,
incompatible lengths, and serotype discrepancies), a final dataset of 794 sequences was
consolidated for analysis. Multiple sequence alignments were performed by serotype and country,
genetic variability was estimated, and consensus sequences (strict and majority) were constructed,
prioritizing Colombia, Venezuela, and Ecuador due to their regional epidemiological relevance.
From 1,500 bp windows within the majority consensus sequences, 112 RT-LAMP primer sets
were designed using the NEB® LAMP Primer Design Tool (DENV-1: 23; DENV-2: 32; DENV-
3: 32; DENV-4: 25). Subsequently, one representative primer set per serotype was selected in
highly conserved regions. In silico validation using BLASTn showed high concordance with
sequences from the target serotype, and evaluation against ZIKV, CHIKV, and YFV did not show
complete compatibility consistent with functional RT-LAMP amplification. Additionally,
physicochemical analysis (GC content, Tm, and AG) indicated parameters consistent with reported
LAMP criteria. Altogether, these results support in silico design as a robust preliminary step for
the development of serotype-specific RT-LAMP assays for dengue, whose implementation

requires experimental and clinical validation.
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Introduccién

El dengue es una enfermedad viral transmitida por mosquitos del género Aedes,
principalmente A. aegypti y A. albopictus (CDC, 2024) siendo el agente causal, un virus de ARN
monocatenario de sentido positivo perteneciente a la familia Flaviviridae (género Orthoflavivirus,
especie Orthoflavivirus denguei) (Hill et al., 2024; Postler et al., 2023; Wilder-Smith et al., 2019).
En la actualidad segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se estima que alrededor de 4
mil millones de personas viven en areas con riesgo de transmisién del virus y se reportan alrededor
de 390 millones de casos de infeccion, de los cuales entre 36,000 y 40,000 son fatales (CDC, 2024;
OPS, 2025). Entre 2021 y 2024 se observo el pico mundial mas alto de circulacion la década, con
aumentos sostenidos y méas de 6,5 millones de casos confirmados (WHO, 2024), mientras que, en
América Latina, se notificaron mas de 13 millones de casos en 2024, lo que refleja una carga sin
precedentes sobre los sistemas sanitarios (OPS, 2025).

El Dengue no cuenta con un tratamiento especifico. La infeccion afecta a lactantes, nifios
y adultos, y puede presentarse en cuadros asintomaticos y sintomaticos de diversa intensidad (OPS,
2025). El curso de la enfermedad presenta tres fases después del periodo de incubacion (Figura
1). En la Fase Febril (0 a 3 dias), los pacientes suelen presentar fiebre alta repentina, enrojecimiento
facial, eritema cutaneo, dolor corporal, mialgia, artralgia y cefalea. Ademas, también pueden
presentarse manifestaciones hemorragicas leves y agrandamiento del higado después de unos dias
de fiebre. La Fase Critica se presenta alrededor de los 3 a 7 dias de infeccion. Durante esta fase se
puede producir un aumento de la permeabilidad capilar, fuga plasmatica y disminucién de recuento
plaquetario, alteraciones que suelen durar de 24 a 48 horas. Por ultimo, la fase de recuperacion: Si
el paciente sobrevive a la fase critica, se produce una reabsorcion gradual del liquido del

compartimento extravascular y se empieza a recuperar el bienestar general (WHO, 2009).
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Figura 1.
Curso del Dengue: Fase Febril, Critica y de recuperacion

La figura muestra la evolucidn tipica de la enfermedad del Dengue a lo largo de los dias de
desarrollo de la enfermedad, en donde en la fase febril predomina la fiebre elevada y viremia.
La fase critica se asocia con el aumento de la permeabilidad capilar y manifestaciones
hemorrégicas y finalmente la fase de recuperacion y reabsorcién de liquidos en la cual se
incrementa la respuesta inmunoldgica y se normalizan los parametros hematolégicos dando
evidencia por anticuerpos IgM e IgG (OPS, 2015).
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Nota. Curso clinico del dengue: fase febril, critica y recuperacion. Adaptado de la Organizacion
mundial de la Salud (2009).

En Colombia la enfermedad es hiperendémica, con cuatro serotipos de DENV (DENV-1 a
DENV-4) circulando simultdneamente, (Rivero et al., 2026; Rodriguez-Morales et al., 2025), en
donde el serotipo que se ha consolidado como el mas predominante en los Gltimos afios es el
serotipo DENV-2 (Calvo et al., 2026; Rodriguez-Morales et al., 2025). El Instituto Nacional de

Salud (INS) informa que anualmente se reportan un promedio de 105,000 casos, aunque en 2024
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la cifra preliminar alcanzé los 185,034 casos, muy por encima de los 132,673 casos del afio anterior
2023 (INS, 2024). La tasa de letalidad durante la ultima década ha oscilado entre el 0,07% vy el
0,16% (Rivero et al., 2026). Factores como el cambio climatico, fenomenos como “El Nifio", la
urbanizacién no planificada, la cobertura limitada de vacunacion y sus criterios de elegibilidad y
el control inadecuado de vectores han contribuido al aumento del nimero de casos y la propagacion
de la enfermedad a nuevas regiones geograficas (OPS, 2025).

De forma convencional, el dengue se puede diagnosticar mediante la deteccion directa de
sus proteinas virales, el &cido nucleico, antigenos o mediante métodos seroldgicos (anticuerpos
IgM/1gG), segun la etapa clinica de la infeccion (Hill et al., 2024; WHO, 2009). Para el diagnostico
del Dengue en la fase aguda o critica (0 a 7 dias después de la aparicion de los sintomas) las pruebas
recomendadas son las pruebas moleculares de amplificacion de acidos nucleicos (NAAT, por sus
siglas en inglés) como RT-PCR, asi como pruebas para la deteccion del antigeno viral NS1
(proteina no estructural 1) y de anticuerpos IgM (inmunoglobulina M) mediante ELISA (ensayo
inmunoenzimatico ligado a enzimas), una técnica inmunoldgica utilizada para la deteccion
cualitativa o cuantitativa de antigenos o anticuerpos, técnica utilizada de acuerdo con el momento
clinico de la infeccion (CDC, 2024).

El estdndar molecular para el diagndstico en fase aguda es la RT-PCR; sin embargo, se ha
descrito una alternativa operativa denominada amplificacion isotérmica mediada por bucle con
transcripcion inversa (RT-LAMP, por sus siglas en inglés Reverse Transcription Loop-Mediated
Isothermal Amplification), la cual se caracteriza por su rapidez, alta sensibilidad, simplicidad
operativa y bajos requerimientos de equipamiento, lo que la hace particularmente adecuada para
su implementacién en entornos con recursos limitados (Notomi, 2000; Soroka et al., 2021; Subali

& Wiyono, 2021). Ademas, diferencia de RT-PCR, la RT-LAMP no requiere ciclos térmicos,
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opera a temperatura constante (60-65 °C) y permite resultados de amplificacion en 30 a 60 min
con un total del ensayo de hasta aproximadamente 2 horas (Becherer et al., 2020; Notomi, 2000).

Asimismo, la técnica RT-LAMP ha sido ampliamente desarrollada y aplicada para la
deteccion del DENV, incluyendo estrategias dirigidas especificamente a cada uno de sus cuatro
serotipos mediante el uso de conjuntos de cebadores Unicos que permiten una deteccion sensible
y especifica de la infeccion (Arruda et al., 2024; Hurtado-Gémez et al., 2025; Lopez-Jimena et al.,
2018). De hecho, estudios recientes han reportado su implementacion en distintos contextos,
incluyendo Colombia, demostrando su utilidad como herramienta diagndstica rapida y viable en
entornos con recursos limitados (Avendafio & Patarroyo, 2020; Hurtado et al., 2022; Hurtado-
Gomez et al., 2025). Posteriormente, se desarrollaron y optimizaron versiones colorimétricas de la
RT-LAMP en donde, la amplificacion se detecta mediante un cambio de color asociado a
variaciones de pH generadas durante la sintesis del ADN, permitiendo la visualizacién directa de
los resultados sin instrumentacion especializada (Becherer et al., 2020; Tanner et al., 2015; Tanner
& Evans, 2014). La técnica RT-LAMP ha demostrado una alta sensibilidad analitica, con limites
de hasta 10 copias de ARN viral, mostrando una alta concordancia con RT-PCR en muestras
clinicas, lo que respalda su utilidad como alternativa diagnostica rapida en fase aguda del Dengue
(Altin et al., 2025; Ganguli et al., 2020; Hauner et al., 2026).

En ese sentido, el método RT-LAMP ha demostrado ser una técnica altamente sensible
para diagnosticar enfermedades infecciosas en humanos y animales, detectando microorganismos
en muestras muy pequefias (Lai et al., 2022; Parida et al., 2008). La capacidad de amplificar acidos
nucleicos con rapidez y sin requerir equipos sofisticados ha permitido que esta técnica se consolide
para facilitar la deteccién de virus, bacterias, hongos y parasitos (Bi et al., 2025; Wong et al.,

2018).
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La especificidad de LAMP radica en el uso de varios tipos de cebadores: internos (FIP y
BIP), externos (F3 y B3) y cebadores de bucle adicionales (LF y LB). Los cebadores externos F3
(Forward outer primer) y B3 (Backward outer primer) inician la amplificacion desplazando las
hebras sintetizadas y permiten la formacion inicial de la estructura de ADN en forma de
mancuerna. Los cebadores internos FIP (Forward Inner Primer) y BIP (Backward Inner Primer),
cada uno compuesto por regiones complementarias (F1c - F2 y Blc - B2, respectivamente), son
los principales responsables de la amplificacion exponencial, ya que estos reconocen secuencias
internas altamente especificas del blanco y dirigen la sintesis continua de ADN. Los cebadores LF
(Loop Forward) y LB (Loop Backward), de uso opcional, se hibridan a las regiones de bucle
formadas durante la reaccion proporcionando sitios adicionales de inicio de sintesis (Nagamine et
al., 2002; Notomi, 2000; Parida et al., 2008; Wong et al., 2018).

Estos cebadores actlan conjuntamente con una Transcriptasa Reversa termoestable y
ADN polimerasa Bst con actividad de desplazamiento de cadena lo cual permite sintetizar nuevas
cadenas de ADN mientras separa la cadena sin requerir ciclos térmicos, como resultado se tiene
una estructura similar a una mancuerna (Figura 2), que sirve como base para la amplificacion
isotérmica continua (Oscorbin et al., 2022; Oscorbin & Filipenko, 2023; Wong et al., 2018; Yang
et al., 2024). La adicion de cebadores de bucle (LF y LB) aumenta el nimero de puntos de inicio
de reaccién a ocho, lo que aumenta la eficiencia y la sensibilidad del método, ademas de reducir a
la mitad el tiempo de analisis, a la vez que proporciona una mayor precision y selectividad (Soroka

et al., 2021).
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Figura 2.
Esquema del funcionamiento de la técnica LAMP.

Mecanismo de amplificacion isotérmica mediada por bucle (LAMP). La figura muestra la
disposicién de los cebadores F3 y B3 (cebadores externos) y FIP y BIP (Cebadores internos),
asi como sus regiones constitutivas F2, F1c, B2 y Blc, dentro de la secuencia blanco. Los
cebadores externos F3 'y B3 se unen a las regiones F3 y B3 de la cadena diana respectivamente
e inician la sintesis de ADN en las etapas iniciales de la reaccién. Su funcién principal es
desplazar las cadenas recién sintetizadas por la accion de la ADN polimerasa con actividad de
desplazamiento de cadena, facilitando la formacion de las estructuras iniciales de amplificacion.

A su vez, los cebadores internos FIP y BIP son los responsables del proceso principal de
amplificacion. EL cebador FIP esta compuesto por las secuencias F1c y F2, mientras que BIP
contiene las regiones B1c y B2. Estos cebadores se hibridan a sus regiones complementarias y
permiten la sintesis de ADN que da lugar a las estructuras en forma de bucle que actian como
molde para la amplificacién isotérmica continua. Este funcionamiento coordinado permite la
creacion de multiples estructuras autocebadas que permiten ciclos sucesivos de amplificacion a
temperatura constante (60-65°C). La disposicion de los cebadores incrementa la sensibilidad,
especificidad y rapidez de LAMP (Nagamine et al., 2002; Notomi, 2000; Wong et al., 2018).

E3 ' Cadena inicial ) B3

Forward outer primer ey 2 N Backward outer primer
Sentido 5'a 3’ ' Sentido 5' a 3' (reverse)

Inicia Ia si is inicial d Complementa la accion de F3 en
nicia fa 5|nte§|s Inicial de el extremo opuesto del blanco,
ADNC a partir del ARN

- . facilitando la generacion de las
molde. Posteriormente, ~ Blc B2c B3c 3 - E b d
ta hebra es & ! £ primeras ebras molde
e . - s 3 B2 necesarias para la reaccion.
desplazada por la accién G,p
del cebador interno FIP. >
B2
F2 y Pl B1 » %,
N
L N
. ;=i sip
FIP
. Backward Inner Primer
Forward Inner Primer contido 5 2 3
. ES entiac a
Sentido 5'a 3'
Cebador hibrido compuesto por: - Bic * Bilc: Barward Inner Primer
* Fic: Forward 1 complementario o - E ﬂ F- B_2: Ba;kward 2 y
+ F2: Forward 2 5 3 B1 unciona de manera analoga a
La regién F2 se aparea directamente FIP pero en el extremo Opu‘esto
con la secuencia diana e inicia la &7:‘ de la secuencia diana,
sintesis, mientras que F1c, al ser participando en la generacion y
complementaria, permite la mantenimiento de las
formacion de la estructura tipo tallo- estructuras en bucle necesarias
burbuja tras el desplazamiento de para la amplificacién
cadena. exponencial.

Nota. Esquema del mecanismo de amplificacion RT-LAMP y funcion de los cebadores

F3, B3, FIP y BIP. Elaboracion propia basada en Notomi, (2000) y Wong et al. (2018).
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La eficacia diagnostica de RT-LAMP es dependiente de un disefio cuidadoso de sus
cebadores dirigidos hacia regiones altamente conservadas del genoma viral (Ptitsyn et al., 2024;
Wong et al., 2018) un aspecto relevante en Colombia y la region norandina, en donde, se ha
documentado una alta diversidad genética del virus y la circulacion simultdnea de multiples linajes
de los cuatro serotipos (Hill et al., 2024; Yung et al., 2015). Ademas de esto, estudios de vigilancia
gendmica han demostrado que los serotipos que circulan en Colombia, Venezuela y Ecuador
presentan una alta proporcion de sitios polimérficos a lo largo del genoma viral lo cual evidencia
una heterogeneidad marca entre los aislamientos circulantes (Rozas et al., 2017). Esta variabilidad
es un factor que incrementa el riesgo de fallas diagndsticas y resultados falsos negativos cuando
los cebadores no son compatibles con las variantes predominantes (Kline et al., 2022; Zhou et al.,
2019). Adicionalmente, la circulacion en simultaneo con arbovirus como Chikungufia, Zika y
Fiebre amarilla refuerza la necesidad de métodos moleculares altamente especificos capaces de
discriminar entre infecciones similares (Rico-Mendoza et al., 2019). En este contexto, evaluar la
aplicabilidad de la técnica RT-LAMP mediante un andlisis in silico es imprescindible para
garantizar la compatibilidad de los cebadores propuestos con la diversidad genética regional y
posicionar este método como una herramienta diagndstica sensible y especifica que se adapte al
escenario actual del dengue.

Considerando estos aspectos, la presente pasantia de investigacion, vinculada al proyecto
“Identificacion del Virus del Dengue mediante RT-LAMP y horno de microondas doméstico: Una
estrategia para su identificacion molecular, accesible y de facil implementacién en laboratorio
clinico” tiene como objetivo, el analisis in silico de la reaccion RT-LAMP con el fin de evaluar su
aplicabilidad en la identificacion gendmica de los 4 serotipos del Virus del Dengue (DENV-1 a

DENV-4) en funcion de las secuencias disponibles en la base de datos del GenBank.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo General

Analizar in silico la reaccion RT-LAMP para la identificacion gendmica de los serotipos

del Virus del Dengue en funcion de bases de datos publicas.

1.2 Objetivos Especificos

Generar una base de datos de las secuencias gendmicas de los cuatro serotipos del Virus
del Dengue reportadas en GenBank para Colombia y Suramérica.

Disefio in silico de oligonucledtidos para la reaccion RT-LAMP para serotipos del Virus
del Dengue

Validar in silico la eficiencia de identificacion de los oligonucleétidos RT-LAMP para

genomas de serotipos del Virus del Dengue reportados en bases de datos publicas.
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2. Competencias

2.1 Cognitivas

1. Desarrolla habilidades cognitivas para basqueda y analisis de secuencias gendémicas del

Virus del Dengue en bases de datos publicas.

2. Organiza secuencias gendmicas de los serotipos del Virus del Dengue en formato fasta

para generar alineamientos maltiples.

3. Disefia oligonucledtidos para serotipos del Virus del Dengue en RT-LAMP.

2.2 Actitudinales

1. Valida in silico disefios de oligonucleétidos de RT-LAMP en bases de datos publicas
para la identificacion de serotipos del Virus del Dengue

2. Colabora en un equipo cientifico de forma ética y responsable para la implementacion y
validacion in silico de sistemas de identificacion viral.

3. Elabora estrategias de divulgacion escrita y social de informacion cientifica para la

comunidad.
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3. Métodos

Este trabajo se desarrolld con un enfoque in silico, orientado al disefio de los cebadores
Optimos para la identificacién de DENV en secuencias reportadas para los cuatro serotipos DENV-
1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4 en la base de datos publica del GenBank (Sayers et al., 2022,

2025). El proceso metodoldgico se dividio en 5 etapas, descritas a continuacion:

3.1 Obtencion y seleccion de secuencias:

Se realiz6 una busqueda avanzada en la base de datos del GenBank del NCBI (Sayers et
al., 2022, 2025), con el fin de obtener las secuencias genomicas completas de DENV (DENV-1,
DENV-2, DENV-3y DENV-4) aisladas en los paises de Sudameérica. Para lograr una recuperacion
precisa de los datos, la estrategia de busqueda combiné filtros de exclusion por pais, tipo de
genoma y serotipo viral para garantizar la especificidad de la obtencion de la informacion. La
forma general de la cadena de busqueda fue:

“Dengue virus type (# de serotipo) [Organism] OR Dengue virus (# de serotipo)

[Organism] OR DENV _(# de serotipo) [Organism] OR Orthoflavivirus denguei [Organism]) AND

(complete genome [Title] OR complete cds [Title]) AND (Pais) NOT (Dengue virus type
2[Organism] OR Dengue virus 2[Organism] OR DENV-2[Organism] OR Dengue virus type
3[Organism] OR Dengue virus 3[Organism] OR DENV-3[Organism] OR Dengue virus type
4[Organism] OR Dengue virus 4[Organism] OR DENV-4/Organism])”’

Donde los campos subrayados y en negrilla fueron reemplazados con el serotipo de estudio
y el pais analizado. Esta busqueda se realizd para Suramérica cuatro veces por pais, una por cada
serotipo, y los resultados obtenidos fueron descargados en formato FASTA y se consolidaron para

los andlisis posteriores.
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3.1.1 Filtrado:

Los archivos obtenidos con las secuencias se analizaron mediante Dengue Filter, un cédigo
desarrollado por el Semillero de Computacion en Biologia, Fisica y Matematica Aplicada
(COBIFMAP) y el grupo de investigacion en Computo Avanzado y A Gran Escala (CAGE). Este
cédigo fue implementado principalmente en R, con mddulos complementarios en Python. Los
analisis en R emplearon librerias especializadas para manejo, analisis y depuracion de datos
genéticos, mientras que en los analisis en Python se implementé la libreria Biopython (médulo
Seql0, para el filtrado y manipulacion de las secuencias en formato FASTA (Cock et al., 2009; R
Core Team, 2021). Las versiones de R, Python y las librerias empleadas se encuentran
documentadas en el repositorio  del proyecto (enlace  al repositorio:
https://github.com/GenomicUIS/DENV). Este codigo fue disefiado para identificar y excluir
automaticamente las secuencias con presencia de nucle6tidos indeterminados o gaps, con el fin de
evitar comprometer los analisis posteriores de alineacion y disefio. Adicionalmente, se
incorporaron criterios de depuracion complementarios para garantizar la calidad de los datos,
incluyendo aceptar solo secuencias entre los 10.2 y 10.8 kb para obtener secuencias completas.
Asi mismo se limito la proporcion de nucledtidos ambiguos a menor o igual al 1%, también se
incluyo el eliminar secuencias duplicadas y priorizar entradas de RefSeq ya que tienen un proceso
de curacién mas riguroso. Como resultado se obtuvieron los archivos FASTA con las secuencias
con mayor calidad, para maximizar la homogeneidad del conjunto para la posterior obtencion de

secuencias consenso.
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3.2 Alineamientos y obtencién de secuencias consenso

3.2.1 Alineamientos

Los archivos con las secuencias gendmicas previamente filtradas se procesaron utilizando
la herramienta MAFFT versién 7 (Katoh & Standley, 2013), que realiza alineamientos multiples
y emplea la transformada rapida de Fourier (Fast Fourier Transform, FFT) para acelerar la
deteccion de similitudes sin comprometer la calidad del alineamiento (Katoh, 2002). Los
parametros utilizados fueron los mas estrictos recomendados por el programa, con penalizacion de
apertura de gaps = 5.00 y offset = 1.0, segun se sugiere en el manual de MAFFT los cuales,
permitieron controlar el nivel de alineamiento local evitando sobreajuste en regiones con
divergencias menores (Katoh & Standley, 2013).

Se realizaron cuatro alineamientos por pais, uno por cada archivo de secuencias por
serotipo. Los resultados del alineamiento se visualizaron con la herramienta de proyeccion de
MAFFT para identificar secuencias divergentes que se encontraban marcadamente alejadas del
patrén del conjunto. Estas secuencias se evaluaron individualmente usando BLAST 2.16.0+
(Altschul et al., 1990), para confirmar su correspondencia con el serotipo analizado en el momento
considerando el porcentaje de similitud con otras secuencias reportadas y publicadas en el
GenBank, asi como las secuencias de referencia para DENV-1 (KM204119), DENV-2
(KM204118), DENV-3 (KU050695), DENV-4 (KR011349) (Sayers et al., 2022). Las secuencias
no correspondientes fueron descartadas para obtener una mayor coherencia y calidad en los
alineamientos, en concordancia con la clasificacién taxonomica actual de DENV, la cual permite
optimizar la seleccion de secuencias relevantes para el estudio (Hill et al., 2024).

A partir de los alineamientos generados para cada serotipo de DENV, se cuantificd la

variabilidad genética intra-serotipo se cuantificé utilizando DnaSP v6 (Rozas et al., 2017),
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mediante la opcion Analysis > DNA Polymorphism, considerando Unicamente posiciones
informativas y excluyendo gaps y datos faltantes. Se calcularon el nimero de sitios polimérficos
(S) y el numero total de posiciones validas (L), y se estimo el porcentaje de variabilidad genética
como: % variabilidad = (S/L) x100, a fin de comparar la diversidad genética intra-serotipo
entre las regiones geograficas estudiadas.

Figura 3.
Caélculo de porcentaje de variabilidad en los alineamientos

A. Seleccién de la opcion DNA Polymorphism en el software DnaSP para el analisis de la
variabilidad genética a partir de alineamientos multiples en formato FASTA

B. Configuracion del analisis, donde se definio la regién gendémica evaluada y los
parametros empleados, incluyendo la exclusion de sitios con gaps o datos faltantes, con el
fin de estimar la proporcion de sitios polimorficos en los alineamientos

Fuente: Software DnaSP (Rozas et al., 2017).
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3.2.2 Consensos

Para obtener los consensos generales de cada serotipo se utilizé BioEdit v7.2.5 (Hall,
1999), para cada pais se generaron 2 tipos de consensos por serotipo, el primer estricto, con un
100% de coincidencia que conserva todas las variaciones genéticas teniendo en cuenta el codigo
IUPAC vy el segundo un consenso mayoritario que representa las bases mas frecuentes por
posicion. Dado el alto nivel de variabilidad observado en Suramérica y para priorizar la
especificidad de los cebadores, se trabajo con las secuencias reportadas para Colombia, Venezuela
y Ecuador; paises que, por su proximidad y dinamica de movilidad humana y de vectores,
comparten flujos virales similares (Maljkovic Berry et al., 2020).

Los seis consensos (tres mayoritarios y tres estrictos) obtenidos para cada serotipo se
alinearon nuevamente en MAFFT vy el alineamiento obtenido fue procesado con BioEdit para
obtener dos tipos de consensos un consenso mayoritario estricto (100% de coincidencia, IUPAC)
y un consenso mayoritario general (con 20 % de similitud). Estos consensos se superpusieron para
comparar variaciones y documentar las diferencias en un archivo de Microsoft Word. Este enfoque
se apoya en los modelos de evolucion molecular que incorporan eventos de insercion y delecion,
asi como procesos de perdida de ADN, los cuales explican la distribucion no uniforme de la
variabilidad genomica a lo largo de las secuencias alineadas y aportan un marco teorico para
interpretar las diferencias observadas entre los consensos (Arndt, 2007; Cadena-Caballero et al.,

2023; Messer et al., 2005).
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3.3 Obtencién de cebadores

Los cebadores necesarios para RT-LAMP fueron disefiados por medio de NEB® LAMP
Primer Design Tool (New England Biolabs, 2024, https://lamp.neb.com/#!/) (Colosimo et al.,
2025), empleando la estructura minima del método, conformada por cuatro cebadores esenciales
especificos Forward outer primer (F3), Backward outer primer (B3), Forward inner primer (FIP)
y Backward inner primer (BIP) a partir de una secuencia blanco, ingresada en formato FASTA.
Aunque la técnica para el disefio de RT-LAMP permite la incorporacion de cebadores de bucle
Loop Forward (LF) y Loop Backward (LB) para acelerar la reaccion, estos no se obtuvieron de
manera consistente en los sets disefiados por lo que, para garantizar la homogeneidad metodoldgica
y permitir una comparacion equitativa entre serotipos, en analisis se restringe a los cebadores
béasicos, los cuales, son suficientes para la amplificacion isotérmica.

Para la obtencion de los cebadores se usé el consenso mayoritario de cada serotipo,
seleccionando 1500 pares de bases (pb) para cada analisis. Los sets de cebadores encontrados se
localizaron manualmente en el alineamiento por serotipo (estricto y mayoritario) para visualizar
cada set de cebadores en la secuencia consenso del serotipo respectivo. Para maximizar el namero
de sets, se aplico una ventana deslizante de 1500 pb, posicionada inmediatamente después del
ultimo cebador del set previo, teniendo en cuenta el marco abierto de lectura viral. En este proceso
se incluyo el disefio de los cebadores para el control positivo RNAsa P. Cada set de cebadores se
distribuyo de la siguiente manera, en donde los cebadores fueron representados con los siguientes

colores:


https://lamp.neb.com/#!/
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Figura 4.

Organizacion y distribucion de los cebadores F3, B3, FIP, BIP y sus regiones internas F2, Flc,
B2, B1c dentro de la secuencia blanco para la reaccién RT- LAMP. Los cebadores externos
facilitan el desplazamiento de cadenas, mientras que los cebadores internos permiten la
formacion de las estructuras en bucle que actian como molde para la amplificacion continua.
Resaltado en verde se encuentra el cebador F3, mientras que F2 y el F1c que forman el primer
FIP se encuentran en tonos rojos. El cebador BIP conformado por B2 y B1c se encuentran
resaltados con tonos naranjas y por ultimo B3 se encuentra en tono rosado.
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Fuente: Elaboracion de la autora.

Los cebadores B3 (Backward outer cebador), F1c (Forward inner complementary) y Blc
(Backward inner complementary) al ser cebadores complementarios y disefiados en antisentido a
la cadena consenso, se reescribieron en direccion sentido lo que permitioé su identificacion y

visualizacion en orientacion 5” a 3° dentro de la secuencia del consenso mayoritario.

3.4 Seleccidn y analisis de cebadores:

Para la seleccion de los cebadores se reviso cada set disefiado, dando preferencia los que
se encontraron en regiones altamente conservadas dentro de la secuencia consenso, de este modo,
los sets seleccionados se analizaron con BLASTn del NCBI (Altschul et al., 1990), verificando su
similitud frente a secuencias de GenBank correspondientes al serotipo evaluado para tener un set
representativo por serotipo. Este analisis se realizé como un ejercicio de validacidn tedrica de uno
de los sets disefiados, con el proposito de estimar su potencial desempefio diagndstico,

compatibilidad genémica y exclusividad frente a otros arbovirus en bases de datos publicas.
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Posteriormente, se realizé una validacion funcional in silico. Para cada serotipo se tomé
(1) una secuencia representativa aleatoria de la region de interés y (2) una secuencia sin restriccion
geografica, con el fin de contrastar la correlacion con secuencias reportadas a nivel global. Este
procedimiento permitio verificar los sitios de inicio y la posibilidad de amplificacion por RT-
LAMP para los sets seleccionados en Colombia, Venezuela y Ecuador.

Para verificar la exclusividad de los sets frente a DENV y descartar su reactividad frente a
otros arbovirus se seleccionaron secuencias de Chikungufia, Zika y Fiebre amarilla aleatoriamente.
Posteriormente, se evalud la compatibilidad in silico de los cebadores con dichas secuencias, para
descartar iniciacion de RT-LAMP no especifica (falsos positivos).

Los cebadores seleccionados fueron evaluados mediante OligoAnalyzer™ (IDT
Technologies) para determinar sus propiedades fisicoquimicas al calcular el porcentaje de GC
(Guanina - Citosina), temperatura de melting (Tm) y energia libre asociada (AG), parametros

esenciales para validar la estabilidad y funcionalidad de los cebadores (Owczarzy et al., 2008).
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4, Resultados

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos durante el desarrollo del estudio,
estos fueron organizados segun las etapas descritas en la metodologia, en donde, se incluyen los
datos obtenidos durante el proceso de recopilacién, limpieza, alineamiento y analisis de
secuencias. Asi como el disefio de los cebadores RT-LAMP para los serotipos de DENV y su

validacion in silico.

4.1 Obtencidn y Seleccion de Secuencias

La busqueda avanzada de las secuencias genomicas completas de DENV (DENV-1 a
DENV-4) compilé un total de 1.159 secuencias gendmicas provenientes de 11 paises de
Sudamérica, a su vez se incluyeron las secuencias encontradas para Panama debido a su cercania
con la zona de estudio (Apéndice A). La distribucion de estas secuencias por pais y por serotipo
se presenta en la Tabla 1.

Tabla 1.

Secuencias gendémicas completas del Virus del Dengue obtenidas del GenBank por pais y
serotipo

Secuencias genomicas obtenidas de la base de datos del GenBank

Serotipo Total
Pals DENV-1  DENV-2  DENV-3  DENV-4  oonendlas
por pais
Colombia 48 212 88 10 358
Bolivia 2 0 1 1 4
Brasil 18 0 1 37 56
Paraguay 6 2 14 63 85
Perl 35 60 54 0 149
Panama 2 1 1 0 4
Venezuela 117 112 135 63 427
Chile 1 0 0 0 1
Ecuador 9 27 2 2 40
Uruguay 1 0 0 0 1
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Secuencias genomicas obtenidas de la base de datos del GenBank

Serotipo Total
Pais secuencias
DENV-1 DENV-2 DENV-3 DENV-4 ,
por pais
Argentina 33 1 0 0 34
Total secuencias 1159

Tras aplicar filtros de calidad con el script “Dengue Filter” generado por el grupo CAGE
y el semillero COBIFMAP el cual elimina secuencias con nucleétidos indeterminados, gaps,
ambiguedades IUPAC o informacion faltante, se conservaron 846 secuencias (Tabla 2; Apéndice
B). Mediante un segundo filtro por alineamiento y BLAST, las secuencias obtenidas fueron
verificadas, se valido la asignacion serotipica utilizando la herramienta BLAST para confirmar
que las secuencias correspondiesen al serotipo en el que se encontraban agrupadas. Asi mismo se
excluyeron outliers por conflicto taxondmico (Figura 5). EI conjunto final fue de 794 secuencias
(Apéndice C).
Tabla 2.

Total de secuencias de los serotipos del Virus del Dengue conservadas por pais y serotipo
después de aplicar filtros de calidad y verificacion por alineamiento.

Secuencias genomicas obtenidas de la base de datos del GenBank Filtradas

Serotipo Total
Pals DENV-1  DENV-2  DENV-3  DENV-4  oonendlas
por pais

Colombia 24 60 25 9 118
Bolivia 1 0 1 0 2
Brasil 15 0 1 34 50
Paraguay 6 2 14 60 82

Per 23 51 50 0 124
Panama 2 1 1 0 4

Venezuela 111 96 135 59 401
Chile 1 0 0 0 1
Ecuador 6 18 2 2 28
Uruguay 1 0 0 0 1
Argentina 34 1 0 0 35
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Total secuencias 846

Finalmente, las secuencias obtenidas fueron verificadas mediante el proceso de
alineamiento maltiple con MAFFT. Se identificaron conflictos en algunas secuencias que a pesar
de los filtros anteriores presentaban una alta divergencia con el grupo general. Estas secuencias
fueron validadas mediante BLAST para confirmar su asignacion con respecto al serotipo y aquellas
que no presentaban coincidencia con el serotipo correspondiente se excluyeron del analisis por
conflicto taxonémico (Figura 6). EI nimero final de secuencias validada tras el segundo filtro fue

de 794. Las secuencias por serotipo obtenidas por cada pais se presentan en la Tabla 3. En donde

se resumen los filtros realizados y el recuento de las secuencias conservadas.

Figura 5.

Se muestra un ejemplo de cdmo con BLAST se identifica una secuencia de DENV-2, que se

encuentra mas relacionada con DENV-1.

BLAST @ » blastn suite » results for RID-CLUSUF7Z014

Home Recent Results Saved Strategies Help

ase is now the default Protein BLAST database. Learn more about ClusteredNR

Save Search Search Summary v @ How to read this report? @8 BLAST Help Videos DBack to Traditional Results Page

Job Title Nucleotide Sequence Filter Results
RID C1UBUF7Z014 Search expires on 09-11 10:56 am Download All v -
(o] i ly top 20 will lud
Program BLASTN@ Citation v DU e [ lesclics
. Type common name, binomial, taxid or group name |
Database core_nt  See details v ‘ s grour
=+ Add organism
Query ID lcllQuery_507415
Description None Percent Identity E value Query Coverage
Molecule type  dna ‘ ‘ to ‘ ‘ ‘ ‘ to | ‘ | | to ‘ |

Query Length

Other reports

10711
, | Cree
Distance tree of results MSA viewer @

m Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download Select coll v Show | 100V | @
select all 700 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer
Max Total Quer Per  Acc
Descipﬁun Sdemiﬁf NEE e @ Covgr vs:ue ident | Len  Accession
v - v - -
Dengue virus isolate DENVEN-CC0032, complete genome Dengue virus 19780 19780 100% 0.0  100.00% 10711 MH450306.1
Dengue virus 1 strain VE_61084_2007, complete genome dengue virus typ... 19394 19394 100% 0.0 9939% 10735 HQ332179.1
Dengue virus 1 isolate DENV-1/VE/BID-V2229/2004, complete genome dengue virus typ... 19381 19381 100% 0.0  99.44% 10676 FJG639796.1
Dengue virus 1 strain VE_61059_2006, complete genome dengue vius typ... 19372 19372 100% 0.0  99.35% 10735 HQ332177.1
Dengue virus 1 isolate DENV-1/VE/BID-V2235/2004, complete genome dengue virus typ... 19365 19365 100% 0.0  99.36% 10691 FJ639802.1
Dengue virus 1 isolate DENV-1/VE/BID-V2264/2006, complete genome denguevirus typ... 19354 19354 100% 0.0  99.35% 10691 FJ639824.1
Dengue virus 1 isolate DENV-1/VE/BID-V2227/2004, complete genome dengue virus typ... 19354 19354 100% 0.0 9939% 10676 FJ639794.1
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Las secuencias por serotipo obtenidas por cada pais se presentan en la Tabla 3, en donde, se
resumen los filtros realizados y el recuento de las secuencias conservadas.
Tabla 3.

Total de secuencias conservadas por pais después de los dos filtros de depuracion por calidad y
verificacion por alineamiento

Secuencias obtenidas por serotipo después de los dos filtros

Pais Serotipo Secuencias del primer Secuencias retiradas por Total secuencias
filtro conflicto
Colombia DENV-1 24 0 24
DENV-2 60 26 34
DENV-3 25 0 25
DENV-4 9 0 9
Bolivia DENV-1 1 0 1
DENV-2 0 0 0]
DENV-3 1 0 1
DENV-4 0 0 0]
Brasil DENV-1 15 0 15
DENV-2 0 0 0]
DENV-3 1 0 1
DENV-4 34 0 34
Paraguay DENV-1 6 0 6
DENV-2 2 0 2
DENV-3 14 0 14
DENV-4 60 0 60
Perd DENV-1 23 0 23
DENV-2 51 0 51
DENV-3 50 0 50
DENV-4 0 0 0
Panama DENV-1 2 0 2
DENV-2 1 0 1
DENV-3 1 0 1
DENV-4 0 0 0
Venezuela DENV-1 111 0 111
DENV-2 96 0 96
DENV-3 135 13 122
DENV-4 59 13 46
Chile DENV-1 1 0 1
DENV-2 0 0 0
DENV-3 0 0 0
DENV-4 0 0 0
Ecuador DENV-1 6 0 6
DENV-2 18 0 18
DENV-3 2 0 2
DENV-4 2 0 2
Uruguay DENV-1 1 0 1
DENV-2 0 0 0
DENV-3 0 0 0
DENV-4 0 0 0
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Argentina DENV-1 34 0 34
DENV-2 1 0 1
DENV-3 0 0 0
DENV-4 0 0 0

Total secuencias obtenidas 794

4.1.1 Alineamientos

Se generaron 23 alineamientos correspondientes a cada serotipo (DENV-1 - DENV-4) en
los 11 paises analizados (Apéndice D). Los alineamientos fueron analizados por medio de DNaSP
para calcular su porcentaje de variabilidad entre secuencias del mismo pais. En cuanto a las
secuencias de DENV-1 la variabilidad se evidencia més en Argentina con aproximadamente un
9,64% de variabilidad mientras que Brasil, Colombia y Venezuela presentaron porcentajes de 8.45,
8.35, 15.85% respectivamente, los paises con menor variabilidad en este serotipo fueron Ecuador
y Paraguay con porcentaje de (3-3.4%), los resultados obtenidos con las secuencias de DENV-1
reportadas en Panama y Chile no se consideran debido al bajo muestreo. Para DENV-2 se presentd
variabilidad mayor, especialmente para las secuencias reportadas en Venezuela con un 23.52% de
variabilidad, Colombia y Perd fueron los siguientes con un porcentaje del 20.53 y 19.52%
respectivamente. DENV-3 muestra mayor variabilidad en las secuencias reportadas en Venezuela
con 34.39% de variabilidad y DENV-4 mostro valores mas bajos de variabilidad con alineamientos
mayormente conservados en Brasil, Paraguay y Colombia (Tabla 4).

Teniendo en cuenta estos resultados se realizd un alineamiento general por serotipo y
posteriormente se repitié el analisis del porcentaje de variabilidad genética entre secuencias (Tabla
4) que mostré un mejor agrupamiento entre las secuencias reportadas para Colombia, Venezuela
y Ecuador en comparacion al conjunto de secuencias total de Suramérica sugiriendo circulacion
entre el virus en estos paises lo cual también esta evidenciado en los alineamientos posteriores. El
andlisis de variabilidad genética en DnaSP (Tabla 4) mostré menor variabilidad en el subconjunto

Colombia-Venezuela-Ecuador frente al conjunto sudamericano, lo que podria reflejar patrones de



ANALISIS DE LA REACCION DE AMPLIFICACION ISOTERMICA 35

circulacion compartida. Sin embargo, factores como la variabilidad estimada pueden verse
influenciados por el tamafio de la muestra por pais como en el caso de Panama con DENV-1 que
podrian reflejar un nimero limitado de secuencias disponibles, mas que una mayor diversidad
genética real.

Tabla 4.

Comparacion del porcentaje de variabilidad entre los alineamientos obtenidos de Suramérica
con respecto a los de Colombia, Venezuela y Ecuador.

Pais DENV1 DENV?2 DENV3 DENV4
Argentina 9,64% N/A N/A N/A
Brasil 8,45% N/A N/A 2,63%
Colombia 8,35% 20,53% 7,54% 4,53%
Ecuador 3,32% 1,53% 0,25% 1%
Panama 31,31% N/A N/A N/A
Paraguay 3,37% 0,27% 3,87% 3,21%
Pert 6,59% 19,52% 3,92% N/A
Venezuela 15,85% 23,52% 34,39% 7,61%
Figura 6.

Se presenta, a manera de ejemplo, el alineamiento correspondiente a una region altamente
variable del gen C/prM del serotipo 2 del virus del dengue, con el fin de evidenciar los patrones
de diversidad
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Figura 7.

Alineamiento de secuencias de Colombia, Ecuador y Venezuela correspondientes al serotipo
DENV-2 en la region del gen C/prM, en el cual se observa una mayor homogeneidad entre las
secuencias y la presencia de regiones conservadas, potencialmente relevantes para el disefio de
cebadores

4.1.2 Consensos

Del analisis entre paises se obtuvieron un total de 24 secuencias consenso correspondientes
a los serotipos DENV-1 a DENV-4 registrados en Colombia, Venezuela y Ecuador. Por cada pais
y serotipo se generaron dos consensos (Uno mayoritario y uno estricto) para representar tanto la
variabilidad de la secuencia genémica como las secuencias altamente conservadas.

Posteriormente, se generaron dos consensos generales por serotipo, uno estricto obtenido
usando parametro de 100% en BioEdit y otro mayoritario (parametro 20%). Con esto se produjeron

en total 12 consensos finales: 1 mayoritario y 1 estricto por serotipo (Apéndice E)
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Figura 8.
Generacion de consensos a partir de los alineamientos obtenidos para DENV-4 en la
herramienta BioEdit. Este procedimiento se replicd para cada serotipo.
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4.2 Obtencion de Cebadores

A partir de las secuencias consenso finales se obtuvieron un total de 112 sets (Apéndice F)

de cebadores disefiados para los 4 serotipos de DENV distribuidos de la siguiente manera:

Tabla 5.

Sets de cebadores RT-LAMP disefiados para los serotipos del Virus del Dengue en relacién con

el numero de segmentos de 1.500 pb utilizados para su disefio

Serotipo Total de sets obtenidos NuUumero de segmentos utilizados
DENV-1 23 7
DENV-2 32 7
DENV-3 32 8
DENV-4 25 10

Nota. La tabla contiene la informacion completa de los 112 sets de cebadores disefiados incluyendo

las secuencias de cada iniciador.

Cada set corresponde a un juego minimo de cebadores de RT-LAMP el cual esta

compuesto por 4 cebadores esenciales (F3, B3, FIP y BIP), localizados en las regiones conservadas

de los consensos mayoritarios. El andlisis realizado mostr6 que las regiones blanco de los

cebadores estan distribuidas en distintos genes tanto estructurales como no estructurales

dependiendo del serotipo (Tabla 6, A).
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4.2.1 Seleccion y Analisis de Cebadores

Se selecciond un set representativo de los cebadores por serotipo considerando criterios de
conservacion de la region en donde se generd el cebador al observar menor variabilidad entre el
consenso mayoritario y el estricto y su compatibilidad mediante BLAST a las secuencias
reportadas en el GenBank. Los sets seleccionados fueron aquellos que presentaron cebadores
localizados en regiones altamente conservadas del consenso mayoritario general por cada serotipo,
las regiones conservadas se identificaron principalmente en genes variables, tanto estructurales
(Estructural E), como no estructurales (NS1, NS3, NS5). Siendo los cebadores para cada serotipo:
Para las siguientes figuras los nucledtidos resaltados en:

La caja verde resalta el Oligonucledtido en direccion sentido (5° - 3”) para la RT- PCR de punto
final y la amplificacion sentido de la reaccion de LAMP (F3).

La caja rosada resalta el Oligonucledtido en direccion sentido (5° - 3°) para la amplificacion en
sentido de la reaccion LAMP (F2).

La caja azul resalta el Oligonucleodtido en direccion sentido (5” - 3°) que corresponde a la region
complementaria para la generacion de la estructura tallo burbuja para la amplificacion LAMP
(F1c).

La caja naranja resalta el Oligonucleotido en direccion sentido (5° - 3”) para la amplificacion de
la reaccion tipo LAMP y corresponde al sitio de inicio de la sintesis de DNA para la
amplificacién Lamp (B2).

La caja amarilla resalta el Oligonucleo6tido en direccion sentido (5° - 3”) que corresponde a la
region complementaria para la generacion de la estructura tallo burbuja para la amplificacién
LAMP (B1c).

La caja purpura resalta el Oligonucleotido en direccion antisentido (3’ - 5”) para la RT- PCR de
punto final y la amplificacion sentido de la reaccién de LAMP (B3).

Los nucledtidos indicados con los colores se especifican en el inciso anterior. EI nombre de los
oligonucleédtidos propuestos por el software NEB LAMP PRIMER DESIGN TOOL
(https://lamp.neb.com/#!/)
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Figura 9.

Estructura secundaria y terciaria de la region objetivo del genoma del DENV-1, con los sitios de hibridacion de los cebadores RT-
LAMP y la secuencia blanco de reaccién. La figura A representa la prediccion de la estructura secundaria de los cebadores realizada
con mfold, la cual muestra confirmaciones con la minima energia libre mientras que la figura B representa la visualizacion
tridimensional aproximada de la conformacion estructural de la formacion tallo- burbuja.

Region del 2854 al 3034 (181 pb) gen NS1 de la secuencia consenso del DENV- 1, generada con 24 genomas de Colombia 6 de
Ecuador y 95 de Venezuela y localizacion de cebadores para la amplificacion tipo RT-PCR y LAMP de la region de la secuencia
consenso del serotipo DENV-1:

5" TTGAGGACTA] CAAACATATGGCTGAAATTGCGTGACTCCTACACCCARATGTGTGAYCACCGGCTAATGTCAGCTGCCATCARARGACAGCAAGGCAGTYCATGCTGACATGGGGTACTGGATAG. GTG: GAAYG: CCTGGAAGYTGGCGAGAGCCTCCTTCATAGAAGTCA 3’
5’ TTGAGGACTA| CAAACATATGGCTGAAATTGCGTGACTCCTACACCCARATGTGTGACCACCGGCTAATGTCAGCTGCCATCAAGGACAGCAAGGCAGTCCATGCTGACATGGGGTACTGGATAGARAGTGAAARGAACG! CCTGGAAGCTGGCGAGAGCCTCCTTCATAGAAGTCA 37
3’ AACTCCTGATACCCAAACCTTAAAAGTGCTGTTTGTATACCGACTTTAACGCACTGAGGATGTGGGTTTACACACTGGTGGCCGAT TACAGT CGACGGTAGTTCCTGTCGTTCCGT CAGGTACGACTGTACCCCATGACCTATCTTTCACTTTTCT TGCT TTGGACCT TCGACCGCTCTCGGAGGAAGTATCTTCAGT
\CAAACATATGGCTGAAATTGC GTGTGACCACCGGCTAATGT AGGCAGTCCATGCTGACATG 5’ GAACGAAACCTGGAAGCTGGCGAGAGCCTCCTTCATA 3°
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5" TTGAGGACT: ICAAACATATGGCTGAAATTGCG TGACTCCTACACCCAAATGTGTGAYCACCGGCTAATGT CAGCTGCCATCAARGACAGC AAGGCAGT YCATGCTGACAT GGGG TACT GGATAGAAAGTGAAAAGAAY GAAACCTGGAAGYTGGCGAGAGCCTCCTTCATAGAAGTCA 37
5’ TTGAGGACT. ICAAACATATGGCTGAAATTGCG TGACTCCTACACCCAAATGTGTGACCACCGGCTAATGT CAGCTGCCATCAAGGACAGC AAGGCAGT CCATGCTGACATGGGG TACT GGAT AGAAAGTGAAAAGAACGAAACCTGGAAGCTGGCGAGAGCCTCCTTCATAGAAGTCA 37

37 AACTCCTCAT_TGTTTGTATACCGACTTTAACGCACTCACCATCTOCCTTTACACACTGGTGGCCGATTACAuTC”ACGGTAG’TTCCTGTCGTTCCGTCAGGTACGACTGTACCCCATGACCTA’TCTTTCALl TTTCTTGCTTTGGACCTTCGACCGCTCTCGGAGGAAGTATCTTCAGT 5
ACARACA

TATGGCTGAAATTGC 3’ 5’ GTGTGACCACCGGCTAATGT 3’ 5’ AGGCAGTCCATGCTGACATG 3’ 5’ GAACGAAACCTGGAAGCTG 3’
5’ ACATTAGCCGGTGGTCACACTAACCCCCATCCTCTCTCACAAACATATGGCTGAAATTGCCTCACTCCTACACCCAAATGTGTGACCACCGGCTAATGT 5’ AGGCAGTCCATGCTGACATGGGG TACTGGATAGAAAGTGAAAAGAACGAAACCTGGAAGCTGGGGGGCCCCCGGGGGGGCATGTCAGCATGGACTGCCT 3/
ACATTAGCCGGTGGTCACACACAAACATATGGCTGAAATTGC 5’ GAACGAAACCTGGAAGCTGCATGTCAGCATGGACTGCCT 3'
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Secuencia completa y formato Viena de la formacion de las estructuras tallo burbuja generadas por los primers F3, F2 y B2, Blc:

5’ ACATTAGCCGGTGGTCACACACAAACATATGGCTGAAATTGCGTGACTCCTACACCCAAATGTGTGAYCACCGGCTAATGT CAGCTGCCATCAARGACAGCAAGGCAGTYCATGCTGACATGGGGTACTGGATAGAAAGTGARAAAGAAYGAAACCTGGAAGY TGCATGTCAGCATGGACTGCCT 3
5’ ACATTAGCCGGTGGTCACACACAAACATATGGCTGAAATTGCGTGACTCCTACACCCAAATGTGTGACCACCGGCTAATGT CAGCTGCCATCAAGGACAGCAAGGCAGTCCATGCTGACATGGGGTACTGGATAGAAAGTGARAAAGAACGAAACCTGGAAGCTGCATGTCAGCATGGACTGCCT 3
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Figura 10.

Estructura secundaria y terciaria de la region objetivo del genoma del DENV-2, con los sitios de hibridacion de los cebadores RT-
LAMP y la secuencia blanco de reaccién. La figura A representa la prediccion de la estructura secundaria de los cebadores
realizada con mfold, la cual muestra confirmaciones con la minima energia libre mientras que la figura B representa la visualizacion
tridimensional aproximada de la conformacion estructural de la formacion tallo- burbuja.

Region del 1601 al 1809 (209 pb) de la secuencia consenso del DENV-2, generada con 59 genomas de Colombia 19 de Ecuador y 59
de Venezuela y localizacion de cebadores para la amplificacion tipo RT-PCR y LAMP de la region de la secuencia consenso del
serotipo DENV-2:

ACAGGACATCTYARRTGYAGRCTGAGRATGGACARAYTRCARCTY 3

5’ TACCCGGAGCG TACAGARRGAGACATTGGTCA( AARRATCCCCAYGCGRARAAACAGGATGIYGTTGTYY TAGGRICYCAAGRAGGGGCY ATGCAYACRGCACT YACAGGEGCYACRGRRATCCAGAT GTCATCAGGARAYY T
5’ TACCCGGAGCG TACAGARAGAGACATTGGTCA( ATCCCCACGCGAAGARACAGGATGTCGTTGTTT TCAAGARGGGGCCATGCACACGGCACTCACAGGGGCCACAGAARTCCAGATGTCATCAGGARACTTACT ACAGGACATCTCAAGTGTAGGCTGAGAATGGACARACTACAGCTC 37
37 ATGGGCCTCGCCTGIGTGTTCCTAGTTTAACCTATGTCTTTCTCTGTARCCAGTGAAA( ‘BGGGGIGFGFIIFIIIGIFFIBFBGFABFBAB. CCCAGAGTTCTTCCCCGGTACGTGTGCCGTGAGTGT GTGTCTTTAGGTCTACAGTAGTCCTTTGAATGACAAGTGTCCTGTAGAGTTCACATCCGACTCTTACCTGTTTGATGTCGAG 57
TACAGAARGAGACATTGGTCAC TGTCGTTGTT GGCCACAGARATCCAGATGTC
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ATACAGAAAGAGACATTGGTCAC CGAAGAAACAGGATGTCGTTGTT GGCCACAGAAATCCAGATGTC 5’ CAGGACATCTYAARTGYAGR 3’
5" ICGAGCTGCT AAAATACAGAAAGAGACATTGGTCAC\\\LAAAAA\LLLLAch TGTCGTTGTT 5’ GGCYACRGAAATCCAGATGTCATCAGGARACT TA( ACAGGACATCTCAAGTGTAGGACT TGTCAT TCAAAGGACTAGACATCTGGATTICTETGECE 3°
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Secuenma completa y formato Vlena de Ia formacmn de Ias estructuras taIIo burbUJa generadas por los primers F3, F2 y B2, Blc

5’ AACAACGACATCCTGTTTCTTCGATACAGAAAGAGACATTGGTCACTTTCAAAAATCCCCACGCGAAGAAACAGGATGTCGTTGTT TTAGGGTCTCAAGAAGGGGCCATGCACACGGCAC TCACAGGGGCCACAGAAATCCAGATGTCATCAGGAAACTTACTGTTCACAGGACATCTCAAGTGTAGGCAGGACATCTCAAGTGTAGE 3/
5’ AACAACGACATCCTGTTTCTTCGATACAGAAAGAGACATTGGTCACTTTCAAAAATCCCCACGCGAAGAAACAGGATGTCGTTGTT TTAGGGTCTCAAGAAGGGGCCATGCACACGGCAC TCACAGGGGCCACAGAAATCCAGATGTCATCAGGAAACTTACTGTTCACAGGACATCTCAAGTGTAGGCAGGACATCTCAAGTGTAGE 5
ATACAGAAAGAGACATTGEGTCACTTTCAAAAATCCCCACGCGAAGAAACAGGATGTCGT TGTT T TAGGGTCTCAAGAAGGGGCCATGCACACGGCACTCACAGGGGCCACAGAAATCCAGATGTCATCAGGAAACTTACTGTTCACAGGACATCTCAAGTGTAGG
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Figura 11.
Estructura secundaria y terciaria de la region objetivo del genoma del DENV-3, con los sitios de hibridacion de los cebadores RT-

LAMP y la secuencia blanco de reaccién. La figura A representa la prediccion de la estructura secundaria de los cebadores
realizada con mfold, la cual muestra confirmaciones con la minima energia libre mientras que la figura B representa la visualizacion
tridimensional aproximada de la conformacion estructural de la formacion tallo- burbuja.

Region del 9043 al 9243(regidn proteina no estructural NS5) de la secuencia consenso del DENV-3, generada con 25 genomas de
Colombia 2 de Ecuador y 131 de Venezuela y localizacion de cebadores para la amplificacion tipo RT-PCR y LAMP de la region de
la secuencia consenso del serotipo DENV-3:

ACATTCACCAACATGGAAGCCCAGYTAA
ACATTCACCAACATGGAAGCCCAGTT.

GAGGCAGTGGAC]
GAGGCAGTGGAC:

AARGTBCAACGACCRACTCCAACAGGC

YARGCTCACATACCAARACAAAG]

5’ GACAC: (TARCAGAAGATGACCTRCACAATGAGGA A AAGATCACACAGC ARATGGACCCTGARCACAGGCHGY TRGCGAACG
5’ GACAC: TAACAGAAGATGACCTGCACARTGAGGHAAAGATCACACAGCAAATGGACCCTGAACACAGGCAGT TAGCGAACGCTATAT T TAAGCTCACATACCARAACARAGTGGTC T TCAACGACCGACTCCAACAGGC
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Figura 12.

Estructura secundaria y terciaria de la region objetivo del genoma del DENV-4, con los sitios de hibridacion de los cebadores RT-
LAMP y la secuencia blanco de reaccién. La figura A representa la prediccion de la estructura secundaria de los cebadores
realizada con mfold, la cual muestra confirmaciones con la minima energia libre mientras que la figura B representa la visualizacion
tridimensional aproximada de la conformacion estructural de la formacion tallo- burbuja.

Region del 2307 al 2476 Proteina de membrana E DENV-4, generada con 9 genomas de Colombia 2 de Ecuador y 58 de Venezuela 'y
localizacion de cebadores para la amplificacion tipo RT-PCR y LAMP de la region de la secuencia consenso del serotipo DENV-4:
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Secuencia completa y formato Viena de la formacion de las estructuras tallo burbuja generadas por los primers F3, F2 y B2, Blc

5’ GTCCGCTTGAACTGTGAAGCCCGCCATGACCGTGCATAGCTGTTGGWGGAATCACTCTGTTTYTGGGCTTCACRGT TCAAGCGGACATGGGTTGTGTGGTGTCATGGAGTGGGAGAGAATTGAAGTGTGGAAGCGGAATTT TTGTGGTTGACAACGTGCAYACT TGCCCACTCCATGACACCACACAA 37
5’ GTCCGCTTGAACTGTGAAGCCCGCCATGACCGTGCATAGCTGTTGGAGGAATCACTCTGTTTTTGGGCTTCACRGTTCAAGCGGACATGGGTTGTGTGGTGTCATGGAGTGGGAGAGAATTGAAGTGTGGAAGCGGAATTT TTGTGGTTGACAACGTGCAYACTTGCCCACTCCATGACACCACACAA 37
5’ GCCATGACGTGCATAGCTGTTGGAGGAATCACTCTGTTTTTGGGCTTCACRGTTCAAGCGGAC TTGTGTGGTGTCATGGAGTGGGAGAGAATTGAAGTGTGGAAGCGGAATTTTTGTGGTTGACAACGTGCACACTTG
COCCOCOCOCCC CeeeeeCC gl DRI B 1 P (O (T (PP I))) et 0))))))))))))) )N ) e L OO O O O O N N A N N N A P COCC 0000 wa)) ) ) ) w) e )))2))))))))))))))))))))))
1234567890123456789012345678901234567890123456789012345678901234567890123456789012345678901234567890123456789012345678901234567890123456789012345678901234567890123456789012345678901234567
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 10 20 30 40 50 60 70 80




ANALISIS DE LA REACCION DE AMPLIFICACION ISOTERMICA 43

Figura 13.
Estructura secundaria y terciaria de la region objetivo del genoma para RNasa P, con los sitios de hibridacion de los cebadores RT-

LAMP y la secuencia blanco de reaccion. La figura A representa la prediccion de la estructura secundaria de los cebadores realizada
con mfold, la cual muestra confirmaciones con la minima energia libre mientras que la figura B representa la visualizacion
tridimensional aproximada de la conformacion estructural de la formacion tallo- burbuja.
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4.3 Validacion in silico de los cebadores Seleccionados:

Los sets de cebadores escogidos mostraron una alta coincidencia con respecto a las 2
secuencias aleatorias correspondientes a su serotipo, y la relacién con respecto a otros arbovirus
se presenta en la seccion B de la Tabla 6.

Tabla 6

Las tablas A y B resumen la validacion in silico de los sets basicos disefiados para RT-LAMP
(F3, B3, FIP y BIP) en términos de especificidad y exclusividad. La tabla 6A presenta la
coincidencia total acumulada de nucleétidos del set frente a secuencias genémicas de referencia
para el respectivo serotipo de DENV. En la Tabla B se muestra el analisis de los cebadores
frente a otros arbovirus (Chikungufia, Zika y Fiebre amarilla) donde se observaron
coincidencias parciales, pero no amplificacion funcional.

A
Serotipo  # Coincidenciade  Region que Secuencias Nombre de la
nucleotidos/ total codifica Referenciadas Secuencia
del cebador GenBank
DENV-1 118/118 NS1 GQ868570.1 Dengue virus 1
isolate DENV-
1/CO/BID-
V3391/2008,
complete genome
117/118 NS1 PP626438.1 Dengue virus type 1
isolate AR876890

polyprotein (POLY)
gene, complete cds;
and sfRNA1
INcRNA gene,
partial sequence
DENV-2 1271127 Estructural E FJ182012.1 Dengue virus 2
isolate DENV-
2/CO/BID-
V1597/2005,
complete genome
125/127 Estructural E PQ527038.1 Dengue virus type 2
isolate DENV-
2/USA/FL-BPHL-
0113/2024
polyprotein (POLY)
gene, complete cds;
and sfRNA1
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INcRNA gene,
partial sequence

DENV-3

121/121

NS5

GU131954.1

Dengue virus 3
isolate DENV-
3/CO/BID-
\/3404/2006,
complete genome

117/121

NS5

PQ553470.1

Dengue virus type 3
isolate
CUBA LIB2022_ b
arcode21 D3-181
polyprotein (POLY)
gene, partial cds

DENV-4

120/123

NS3, NS1,
Estructural E

FJ024476.1

Dengue virus 4
isolate DENV-
4/CO/BID-
V1600/1997,
complete genome

120/123

NS3, NS1,
Estructural E

PQ617118.1

Dengue virus type 4
isolate DENV-
4/USA/FL-BPHL-
0137/2024
polyprotein (POLY)
gene, complete cds;
and sfRNA2
INcRNA gene,
partial sequence

Serotipo

# Coincidencia de
nucleodtidos/ total
del cebador

Regidn que
codifica

Secuencias
Referenciadas
GenBank

Nombre de la
Secuencia

DENV-1

61/118

prM/M,
NS4B, NS3,
NS5

LC571077.1

Synthetic Zika virus
MR/PR(E) gene for
polyprotein, complete
cds

63/118

nsP2, nsP1,
nsP3, E2

PX236189.1

Chikungunya virus
isolate
GDFS2025X12,
complete genome

66/118

NS3, NS4B,
NS5

PV710591.1

Yellow fever virus
isolate
UWARN_YFVHUM
LPA_002_25FA
polyprotein gene,
complete cds
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DENV-2 62/127 NS5, NS3, LC571077.1 Synthetic Zika virus
NS4B, MR/PR(E) gene for
Estructural E polyproteig, complete
cds
78/127 El, nsP1, PX236189.1 Chikungunya virus
nsP2, C, isolate
6K/TF GDFS2025X12,
complete genome
66/127 NS3, NS4B, PV710591.1 Yellow fever virus
NS5 isolate
UWARN_YFVHUM
LPA 002_25FA
polyprotein gene,
complete cds
DENV-3 67/121 NS5 PQ553470.1 Synthetic Zika virus
MR/PR(E) gene for
polyprotein, complete
cds
64/121 nsP3, nsP1, PX236189.1 Chikungunya virus
C, nsP4 isolate
GDFS2025X12,
complete genome
67/121 NS2B, NS5, PV710591.1 Yellow fever virus
NS3, nsP1, C isolate
UWARN_YFVHUM
LPA_002_25FA
polyprotein gene,
complete cds
DENV-4 63/123 NS3, NS1, FJ024476.1 Synthetic Zika virus
Estructural E MR/PR(E) gene for
polyprotein, complete
cds
54/123 nsP3, nsP2, PX236189.1 Chikungunya virus
nsP1 isolate
GDFS2025X12,
complete genome
57/123 nsP1, nsP3, PV710591.1 Yellow fever virus
nsP2 isolate

UWARN_YFVHUM
LPA_002_25FA
polyprotein gene,

complete cds

Nota. La comparacion de los cebadores con respecto a las secuencias de referencia se profundiza
en el Apéndice G. Esta tabla representa el resumen de la validacion in silico de los cebadores
seleccionados para cada serotipo mostrando la coincidencia de nucleétidos por set de cebadores y
su presencia positiva para la hibridacion en donde las secuencias LC571077.1, PX236189.1 y
PV710591.1 representan secuencias de Zika, Chikungufia y fiebre amarilla respectivamente y las
2 cebadoras secuencias son secuencias de DENV correspondientes al serotipo evaluado.
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A continuacion, se muestran un resumen de los resultados de la evaluacion fisicoquimica de cada
cebador mediante OligoAnalyzer:

Tabla 7.
Analisis fisicoquimico de los cebadores de RT-LAMP mediante oligoanalyzer
Cebador %GcContent Tm (°C) AG estructura
secundaria (kcal/mol)

F3 DV1LAPCR 447 59,7 0,41
FIP_DV1LAMP 44 74,3 -2,98
B3 _DV1LAPCR 55,6 60,4 -0,31
BIP_DV1LAMP 51,3 74,2 -4,96
F3_DV2LAPCR 35 56,1 -0,8
FIP_DV2LAMP 41,3 73,1 -4,33
B3 _DV2LAPCR 42,5 58,9 2,5
BIP_DV2LAMP 50 73,7 -1,94
F3_DV3LAPCR 52,6 62,4 -0,57
FIP_DV3LAMP 53,6 76,7 -5,85
B3_DV3LAPCR 50 62,9 -1,04
BIP_DV3LAMP 58,8 77,6 -3,24
F3_DV4LAPCR 55 63,1 0,11
FIP_DV4LAMP 57,5 77,8 -3,41
B3_DV4LAPCR 47,5 62,4 0,14
BIP_DV4LAMP 51,2 76 -5,83

Nota: El valor reportado corresponde a la energia libre asociada a la formacion de estructuras
secundarias intramoleculares (hairpins) o dimeros del cebador, calculado mediante la herramienta
OligoAnalyzer bajo condiciones estandar de reaccion. En términos termodinamicos, un valor de
AG mas negativo refleja una mayor estabilidad estructural, lo que podria favorecer la formacion
de puentes de hidrogeno intramoleculares del cebador y, por lo tanto, se disminuye su capacidad
de unidn a su region complementaria para que se realice la polimerizacion.
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5. Discusion de Resultados

El desarrollo y validacion in silico de cebadores para la técnica de RT-LAMP representa
un avance significativo en el diagnostico molecular del DENV, los resultados obtenidos
demuestran no solo la viabilidad técnica del disefio, sino también su potencial aplicacion en
escenarios reales de salud publica, particularmente en regiones endémicas como Colombia y la
region norandina de Suramérica (Arkell et al., 2023; Hurtado-Gémez et al., 2025).

La fase inicial de curacion de datos gendémicos fue fundamental para garantizar la
confiabilidad del estudio, ya que, se parte de un conjunto inicial de 1,159 secuencias completas
obtenidas de GenBank, por lo cual, se implemento6 un cédigo de filtrado de dos etapas que refleja
buenas practicas en bioinformatica; un filtro de calidad, basado en la identificacion y eliminacion
de secuencias con nucleotidos ambiguos ('N') o gaps, permitié depurar la base de datos en un 27%,
resultando en 846 secuencias de alta fidelidad, siendo un paso critico, ya que las secuencias de
baja calidad pueden introducir errores en los alineamientos y afectar la especificidad de los
cebadores (Jiang et al., 2020). Este enfoque es consistente con estudios realizados para otros
flavivirus como Zika en donde se realizo un filtrado equivalente con secuencias de este virus para
eliminar entradas con ambiguedades y anotaciones incorrectas y asi disminuir el sesgo
bioinformatico en los alineamientos (Theys et al., 2017). En cuanto a DENV, Yenamandra et al.,
(2021), resalt6 la importancia de eliminar las secuencias erroneas o incongruentes para evitar
sesgos en los estudios evolutivos de DENV-2 (Yenamandra et al., 2021). Asi mismo se realizé
segundo filtro, de caracter taxondmico mediante alineamiento multiple y verificacion con BLAST,
que elimino secuencias incongruentes o mal clasificadas (26 secuencias de DENV-2 en Colombia),

consolidando un conjunto final de 794 secuencias gendmicas validadas, verificando mediante este



ANALISIS DE LA REACCION DE AMPLIFICACION ISOTERMICA 49

proceso que los consensos generados estén basados en datos de la més alta calidad, minimizando
el ruido bioinformético y el riesgo de disefiar cebadores sobre artefactos de secuenciacion o
variantes erroneas.

Asi mismo, el analisis de los alineamientos mdultiples evidencié una elevada
heterogeneidad genética entre los aislamientos de diferentes paises, sin embargo, se identificd una
mayor homogeneidad de secuencias entre los paises que conforman el corredor norandino, es decir,
Colombia, Venezuela y Ecuador. Este comportamiento ha sido reportado en estudios de
epidemiologia genémica de DENV, donde se evidencia una dinamica de transmisién regional con
multiples introducciones y flujo viral entre estos paises, favoreciendo la circulacion de linajes
relacionados y, por ende, una mayor similitud genética entre ellos (Rivero et al., 2026). Este patron
fue respaldado por el analisis del porcentaje de variabilidad genética realizado mediante DnaSP,
en el cual se observo una reduccion en la variabilidad al considerar tnicamente las secuencias de
Colombia, Venezuela y Ecuador en comparacion con el conjunto de Suramérica. No obstante,
estos resultados corresponden a un analisis descriptivo y, por lo tanto, podrian ser complementados
en futuros estudios con analisis estadisticos inferenciales que permitan evaluar la significancia de
las diferencias observadas. En particular los serotipos DENV-1 y DENV-2 mostraron una
reduccidn significativa, lo que es compatible con una mayor homogeneidad genética y podria
reflejar patrones de circulacion compartida, aun asi, en estos resultados estan ligados a factores de
cantidad de muestras por pais y posibles sesgos asociados a las secuencias reportadas y disponibles
en el GenBank. A su vez, este comportamiento antes mencionado es consistente con estudios que
han empleado herramientas similares para evaluar diversidad genética. Un ejemplo de esto es el
estudio realizado por Lambrechts et al. (2012) en Tailandia en el que se observé una baja

variabilidad en los clados locales de DENV-1, mientras que, Onoja et al. (2023) en Africa
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evidencio una reduccion similar en DENV-2 (Lambrechts et al., 2012; Onoja et al., 2023). En
cuanto a DENV-3 y DENV-4 conservaron sus niveles de variabilidad sugiriendo maltiples
introducciones virales que coinciden con los estudios realizados por Costa et al. (2012) y
Villabona-Arenas et al. (2014) quienes documentaron diferentes introducciones virales y de
coexistencia de linajes en estos serotipos para América Latina (Costa et al., 2012; Villabona-
Arenas et al., 2014). Estos hallazgos son coherentes con los flujos epidemioldgicos y migratorios
documentados en la region, donde se ha descrito un intercambio constante de linajes de DENV
entre Colombia, Venezuela y Ecuador (Rivero et al., 2026). Esto permitié justificar
estratégicamente la seleccidn de secuencias de estos tres paises para la generacion de los consensos
mayoritarios y estrictos, puesto que este enfoque geograficamente dirigido aumenta la
probabilidad de que los cebadores sean efectivos contra las variantes virales que circulan local y
regionalmente, un principio que ha sido respaldado por estudios similares en el disefio de pruebas
diagnosticas para SARS-CoV-2 (Miranda et al., 2024).

Del mismo modo, con la herramienta NEB® LAMP Primer Design Tool aplicada sobre
los consensos mayoritarios se obtuvieron 112 juegos con el minimo reglamentario de cebadores.
Si bien la incorporacion de cebadores de bucle (LF y LB) puede incrementar la amplificacion en
ensayos RT-LAMP, su ausencia no compromete la especificidad ni la viabilidad del método, esto
debido a que la amplificacion isotérmica puede llevarse a cabo eficazmente con el set minimo de
cebadores (F3, B3, FIP y FIP) (Nagamine et al., 2002; Notomi, 2000).

La distribucion desigual por serotipo y en particular, la necesidad de evaluar mas
segmentos gendmicos (n = 10) en DENV-4, sugiere mayor diversidad o menor frecuencia de

regiones altamente conservadas en este serotipo, lo que plantea desafios adicionales para el disefio
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diagndstico y es consistente con observaciones filodindmicas previas que han documentado su
elevada diversidad y multiples introducciones en la region (Villabona-Arenas et al., 2014).

La seleccion del set representativo para cada serotipo se fundamentd en su localizacién
dentro de las regiones méas conservadas del consenso, donde la validacion in silico de estos sets
mediante BLASTn contra secuencias de referencia de diversas regiones geogréficas arrojé
porcentajes de identidad altos, con coincidencias que oscilaron entre 96.7% y 100% (Lopez-
Jimena et al., 2018). Asi mismo, las discrepancias menores observadas fueron abordadas mediante
la incorporacion estratégica de nucledtidos degenerados en las secuencias finales de los cebadores,
siendo esta, una estrategia ampliamente utilizada en el disefio de cebadores para patdgenos
altamente variables, puesto que permite que un unico cebador pueda hibridar eficientemente con
las pequefas variantes naturales del virus, maximizando asi la sensibilidad y la capacidad de
deteccidn sin comprometer la especificidad (Miranda et al., 2024).

Por su parte, el analisis de especificidad cruzada confirmo que los cebadores seleccionados
y su coincidencia parcial contra los genomas de otros arbovirus relevantes como Zika, Chikungufia
y Fiebre Amarilla no implica amplificacion funcional, esto debido a que la iniciacion de la reaccion
de RT-LAMP depende criticamente de la complementariedad correcta en los extremos 3’ de los
cebadores y de no ser asi, estos desajuste reducen la eficiencia de extension por la polimerasa
incluso si hay complementariedad parcial en otras posiciones del cebador (Bru et al., 2008; Lefever
et al., 2013). Esta especificidad es un pilar fundamental para evitar diagnosticos falso-positivos en
entornos donde estos virus coexisten de forma endemo-epidémica. Estudios de validacion clinica
de RT-LAMP para SARS-CoV-2 han enfatizado la importancia de este paso, reportando
especificidades superiores al 98.8% cuando se incluyen controles de patdgenos cercanos

filogenéticamente (Escalante-Maldonado et al., 2021; Jiang et al., 2020).
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Un aspecto destacado de este trabajo fue la evaluacion implicita de la robustez
termodinamica de los cebadores. No obstante, estudios recientes destacan que la presencia de
desajustes (mismatches) entre el cebador y el genoma viral, particularmente aquellos causados por
mutaciones, pueden afectar la temperatura de hibridacion y comprometer la eficiencia de la
amplificacion (Escalante-Maldonado et al., 2021). En RT-LAMP, los valores Optimos de
temperatura de fusién (Tm) se han establecido en rangos aproximados de 55 a 65 °C para los
cebadores externos (F3 y B3) y entre 60 a 74 °C para los cebadores internos (FIP y BIP),
parametros que han sido confirmados y refinados en estudios recientes manteniendo coherencia
con los principios descritos originalmente para esta técnica (Becherer et al., 2020; Lynch et al.,
2025). Los valores de Tm obtenidos en este estudio para las secuencias representativas se
encuentran mayoritariamente dentro de los rangos 6ptimos reportados, lo que indica una adecuada
afinidad de los cebadores para mantener la hibridacion incluso frente a la variabilidad genética
entre serotipos. En cuanto al contenido de guanina-citosina (G:C), se recomienda un rango entre
el 40 % y el 60 % para garantizar un equilibrio adecuado entre estabilidad y especificidad de los
cebadores (Becherer et al., 2020; Lynch et al., 2025). En este estudio, los valores obtenidos
oscilaron entre 45 % y 57 %, lo cual evidencia condiciones favorables de estabilidad que
promueven la adecuada unién de los cebadores a la secuencia blanco y la eficiencia del proceso
de amplificacion. En cuanto a la energia libre (AG), se obtuvieron valores comprendidos entre -
0.31 a -4.96 kcal/mol, correspondientes al AG minimo asociado a la formacion de estructuras
secundarias intramoleculares tipo hairpin, calculado mediante OligoAnalyzer bajo condiciones
estandar. Estos valores indican una baja estabilidad de estas estructuras lo que reduce la
probabilidad de interferencia con la amplificacion. En el contexto de RT-LAMP indican baja

probabilidad de formar dimeros y AG de -2 a -5 kcal/mol son aceptados para cebadores largos y
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no se asocian con una inhibicién significativa de la amplificacion, lo cual indica una baja
probabilidad de interacciones secundarias estables (Mori & Notomi, 2009; Nagamine et al., 2002;
Notomi, 2000; Tomita et al., 2008).

En relacién a lo anterior, es importante considerar que en la técnica RT-LAMP, debido al
disefio molecular requerido para los cebadores FIP y BIP, es comin registrar valores
moderadamente negativos de AG. En este contexto, se consideran aceptables valores de AG
superiores a -9.0 kcal/mol para dimeros y horquillas, umbral utilizado como referencia en el disefio
de ensayos isotérmicos (Tullayaprayouch et al., 2025). Por lo tanto, los cebadores aqui evaluados
presentan niveles de estructura secundaria dentro de los margenes tolerables, lo que minimiza el

riesgo de interferencia significativa con la eficiencia de la reaccion RT-LAMP.

El hecho de que los cebadores representativos seleccionados mantuvieran alta identidad
frente a la variabilidad natural sugiere estabilidad termodinamica suficiente para tolerar pequefios
desajustes sin perder funcionalidad, aspecto especialmente relevante para DENV-2 y DENV-4,
gue mostraron mayor heterogeneidad (Miranda et al., 2024; Zhou et al., 2019).

Ademas, el analisis estructural mostro que las regiones conservadas permiten la formacion
de estructuras del tipo "tallo-burbuja”, las cuales son caracteristicas del mecanismo de
amplificacion de la técnica RT-LAMP. Estas predicciones no garantizan el disefio experimental,
pero son consistentes con las caracteristicas estructurales descritas para ensayos RT-LAMP
funcionales que son fundamentales para una amplificacion eficaz apoyando la plausibilidad del
disefio propuesto (Mori & Notomi, 2009; Notomi, 2000). La ADN polimerasa Bst que sera
empleado en RT-LAMP, es reconocida por su habilidad de desplazar hebras y soportar inhibidores

habituales en muestras biologicas, esto le otorga una mayor robustez para ser usada con muestras
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clinicas complejas, igualmente, la estabilidad termodinamica que se observa en las estructuras
predichas indica que los cebadores tienen una alta especificidad de unién, lo cual minimiza la
creacion de dimeros o estructuras secundarias no deseadas (Escalante-Maldonado et al., 2021).

Este estudio presenta limitaciones debido a su enfoque exclusivamente in silico. En primer
lugar, la representatividad de las estimaciones de cobertura y especificidad estan sujetas a las
secuencias disponibles en bases de datos publicas como el GenBank, las cuales pueden estar
afectadas por sesgos en el muestreo geogréafico, temporal y de calidad, lo que influye tanto en la
diversidad observada como en el uso de nucleétidos degenerados en los consensos generados
(Grubaugh et al., 2018). A su vez las predicciones in silico no consideran factores propios de la
validacion in vitro, como presencia de inhibidores, la variabilidad de las matrices clinicas, la
eficiencia de la extraccion de ARN y las condiciones experimentales, los cuales pueden afectar el
desempefio real de los cebadores y deben ser evaluados mediante ensayos experimentales
controlados (Notomi, 2000; Wong et al., 2018). Finalmente, la evolucion genética continua de
DENYV representa un riesgo potencial para la perdida progresiva de funcionalidad de los sets de
cebadores disefiados, particularmente en serotipos con mayor diversidad genética como DENV-4.
Este aspecto resalta la necesidad de una actualizacion continua periédica de los disefios
diagnosticos basada en vigilancia genémica continua, tal como ha sido documentado en estudios
filodindmicos previos (Grubaugh et al., 2018; Villabona-Arenas et al., 2014).

Si bien los resultados in silico predicen un alto desempefio, su valor debe confirmarse
experimentalmente. Estudios de RT-LAMP han demostrado que el método puede alcanzar
sensibilidades clinicas entre el 78.9% y el 97%, y especificidades del 100% cuando se compara
con RT-gPCR, incluso trabajando directamente con muestras de saliva sin extraccién de ARN, en

ese sentido, la implementacion de un ensayo RT-LAMP para dengue en Colombia podria
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descentralizar el diagnostico, puesto que al requerir so6lo un bafio de agua o bloque termostatico
podria llevarse a cabo en laboratorios de mediana complejidad o incluso en puntos médicos de
atencion, ademas la lectura colorimétrica en tubo cerrado representa una ventaja al disminuir el
riesgo de contaminacion por aerosoles, lo cual es un aspecto a tener en cuenta en la implementacion
de ensayos basados en LAMP (Taki et al., 2021). Estos factores permitiran de esta manera reducir
costos y tiempos, dado que el protocolo RT-LAMP puede completarse en menor tiempo, frente al
tiempo de una RT-gPCR, y fortalecer la vigilancia epidemiol6gica mediante un monitoreo en

tiempo real de serotipos circulantes.

6. Conclusiones

El estudio in silico permitio recopilar y depurar un conjunto robusto de secuencias
gendmicas de DENV en Suramérica. Inicialmente se obtuvieron 1.159 secuencias completas de
GenBank, de las cuales, tras un filtrado por calidad y una verificacion taxonomica, se conservaron
794 de alta confiabilidad. Este proceso excluyd entradas con nucledtidos ambiguos o
incongruencias taxonomicas y fortalecio la precision de los consensos.

Los alineamientos evidenciaron una alta variabilidad genética entre paises, sin embargo,
se identific una mayor coherencia en las secuencias de Colombia, Venezuela y Ecuador, lo que
justificd su uso como base principal del analisis y refleja los flujos epidemiolédgicos y la circulacion
viral en la region andina, probablemente facilitados por la movilidad poblacional y la distribucion
de vectores.

A partir de los consensos obtenidos, se disefiaron 112 sets de cebadores RT-LAMP,

distribuidos entre los cuatro serotipos, posteriormente, se selecciond un set representativo por cada
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serotipo, priorizando regiones gendémicas altamente conservadas. Esta estrategia equilibra
sensibilidad y especificidad, elementos cruciales para el diagndstico molecular.

El andlisis estructural y funcional de los cebadores mostr6 que las regiones seleccionadas
permiten la formacion adecuada de las estructuras tipo tallo-burbuja, esenciales para la eficiencia
del método LAMP. Ademas, las validaciones in silico con BLAST confirmaron la exclusividad de
los cebadores frente a los serotipos de dengue, descartando reactividad cruzada con otros arbovirus
como Zika, Chikungufia y Fiebre Amarilla, siendo un resultado particularmente relevante para
evitar falsos positivos en zonas endémicas donde co-circulan maltiples arbovirus.

En conjunto, estos resultados respaldan que el disefio in silico de cebadores RT-LAMP es
una estrategia viable para desarrollar herramientas de diagnostico molecular del dengue adaptadas
a la diversidad genética regional. No obstante, el desempefio real del ensayo debe confirmarse
mediante validacion experimental y clinica (limite de deteccion, robustez en matrices clinicas,
reproducibilidad y potencial reactividad cruzada bajo condiciones de laboratorio), como paso
necesario para su eventual implementacion en Colombia y paises vecinos.

En relacion con los objetivos planteados, la pasantia de investigacion cumplio el objetivo
general de analizar in silico la reaccion RT-LAMP para la identificacion genomica de los serotipos
de DENV a partir de bases de datos publicas. Se logré generar una base de datos depurada de
secuencias completas de DENV para Suramérica. Mediante el disefio in silico de cebadores
serotipo especificos y la validacion su eficiencia, evaluacion estructural, fisicoquimica y de
especificidad de identificacion por medio de herramientas bioinformaticas, se alcanzaron los
objetivos especificos de la presente pasantia confirmando con un ejemplo la viabilidad de los
cebadores propuestos en compatibilidad con la diversidad genética del Dengue circulante en la

region.
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Desde el punto de vista formativo, este trabajo permitié el desarrollo de competencias
cognitivas en la busqueda, organizacion y analisis de secuencias gendmicas, asi como, en el disefio
y validacién in silico de cebadores. Ademas, se desarrollaron competencias actitudinales
relacionadas con el trabajo colaborativo, analisis critico de resultados y la comunicacién de la

informacion cientifica.

7. Recomendaciones

Se recomienda realizar vigilancia gendmica de los datos reportados y disponibles en bases
de datos publicas como el GenBank para realizar una actualizacion periodica de los cebadores
disefiados, de esta forma se podréa tener una mayor especificidad con respecto a la variabilidad de
los serotipos.

Discriminar y contrastar las nuevas variantes genotipicas de los cuatro serotipos de DENV
mediante la nueva clasificacion taxondmica para esclarecer posibles linajes de interés clinico para
la salud publica.

De igual manera, se recomienda implementar el desarrollo de un prototipo de sistema de
diagndstico basado en RT-LAMP en toda Colombia, para la identificacién del Virus del Dengue
en entornos de campo, como centros de salud rurales o laboratorios clinicos.

Finalmente se recomienda validar experimentalmente este disefio de set de cebadores para

RT-LAMP in silico para evaluar su potencial en muestras biolégicas contaminadas con dengue.
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