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RESUMO

As arboviroses, como as provocadas pelo o virus Zika (ZIKV) e o virus chikungunya (CHIKV),
tém sido associadas a surtos em larga escala e epidemias em varios paises de clima tropical e
subtropical nos ultimos anos. Atualmente, o diagnostico dos pacientes infectados por estes virus
¢ realizado em laboratorios centralizados utilizando a reacdo de transcriptase reversa seguida
da reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (RT-qPCR), que, embora seja o método
molecular padrdo-ouro para o diagndstico molecular, tem varias desvantagens para uso em
areas remotas e de poucos recursos, como alto custo e necessidade de equipamentos
especializados. Essas desvantagens dificultam a aplicagdo e utilizacdo para um grande nimero
de amostras. As plataformas de diagndstico point-of-care (POC) t€ém o potencial de superar
essas limitagdes, especialmente em paises em desenvolvimento. Com isso em mente, nos
desenvolvemos e validamos duas plataformas de diagnostico baseadas em RT-LAMP e
biossensores moleculares para a deteccao rapida do ZIKV e CHIKV em amostras de pacientes
e amostras de mosquitos. O RT-LAMP foi capaz de detectar o ZIKV em diversos tipos de
amostras (soro, urina, saliva e sémen) em apenas 20 minutos, sem extracdo de RNA. O ensaio
RT-LAMP foi altamente especifico e até 100 vezes mais sensivel do que RT-qPCR. Em
seguida, validamos o ensaio com 100 amostras de soro de pacientes coletadas de casos suspeitos
de infeccdo por arbovirus no estado de Pernambuco, epicentro da ultima epidemia de Zika.
Comparado com a RT-qPCR, o ensaio RT-LAMP forneceu sensibilidade de 100%,
especificidade de 93,75% e uma precisdo geral de 95,00%. Por outro lado, os biossensores
moleculares apresentaram sensibilidade similar e alta especificidade quando comparado a RT-
qPCR. Na sequéncia, validamos os biossensores com 268 amostras clinicas e as analises
demonstraram sensibilidade de 94,52%, especificidade de 100% e uma precisdo geral de
98,51%. Demonstrando a programabilidade e extensibilidade de ambas as plataformas de
diagnéstico, alcangamos um desempenho de diagnostico semelhante para a deteccdo do CHIKV
em soro, saliva, urina e amostras de mosquitos. Por fim, também foi otimizado um método
alternativo de extracdo do RNA baseado em fervura acoplado a técnica de RT-qPCR para a
detec¢dao molecular do ZIKV. Tomados em conjunto, o ensaio RT-LAMP e os biossensores
moleculares fornecem duas alternativas promissoras e de baixo custo para o diagndstico rapido
do ZIKV e CHIKV e possuem o potencial de aumentar a capacidade diagnostica em areas
afetadas por estes arbovirus emergentes, particularmente em paises com baixa infraestrutura
laboratorial.

Palavras-chave: CHIKV; Diagndstico; Pacientes; Mosquitos; ZIKV.
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ABSTRACT

Arboviruses such as those caused by the Zika virus (ZIKV) and the chikungunya virus (CHIKV)
have been associated with large-scale outbreaks and epidemics in several tropical and
subtropical countries in recent years. Currently, the diagnosis of patients is performed in
centralized laboratories using the reverse transcriptase reaction followed by the quantitative
polymerase chain reaction (RT-qPCR), which, although it is the gold standard molecular
method for molecular diagnosis, has several disadvantages for use in remote areas with low
resources, such as high cost and need for specialized equipment. These drawbacks make it
difficult to apply and use for a large number of samples. Point-of-care (POC) diagnostic
platforms have the potential to overcome these limitations, especially in developing countries.
With this in mind, we developed and validated two assays including RT-LAMP and molecular
biosensors for the rapid detection of ZIKV and CHIKYV in patient and mosquito samples. RT-
LAMP was able to detect ZIKV in several types of samples (serum, urine, saliva and semen) in
just 20 minutes, without RNA extraction. The RT-LAMP assay was highly specific and up to
100 times more sensitive than RT-qPCR. Then, we validated the assay with 100 serum samples
from patients collected from suspected cases of arbovirus infection in the state of Pernambuco,
the epicenter of the last Zika epidemic. Analysis of the results, compared to RT-qPCR, found
that the RT-LAMP assay provided sensitivity of 100%, specificity of 93.75% and overall
accuracy of 95.00%. On the other hand, molecular biosensors showed similar sensitivity and
high specificity when compared to RT-qPCR. Then, we validated the biosensors with 268
clinical samples and the analyzes showed sensitivity of 94.52%, specificity of 100% and an
overall accuracy of 98.51%. Demonstrating the approach’s programmability and extensibility,
we then achieved similar diagnostic performance for the detection of CHIKYV in serum, saliva,
urine, and mosquito samples. Finally, an alternative method of RNA extraction based on boiling
coupled with the RT-qPCR technique was also optimized for the molecular detection of ZIKV.
Taken together, the RT-LAMP assay and molecular biosensors provide two promising and low-
cost alternatives for the rapid diagnosis of ZIKV and CHIKYV and have the potential to increase
diagnostic capacity in areas affected by these emerging arboviruses, particularly in countries
with low laboratory infrastructure.

Keywords: CHIKV; Diagnosis; Patients; Mosquitoes; ZIKV
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1 INTRODUCAO

As arboviroses, como as provocadas pelo o virus Zika (ZIKV), virus da dengue (DENV)
e virus chikungunya (CHIKYV), tém sido associadas a surtos em larga escala e epidemias em
varios paises de clima tropical e subtropical nos ultimos anos, particularmente devido a
presenca abundante do mosquito vetor e a auséncia de alternativas profilaticas e vacinas
eficazes para o controle e prevencdo, gerando assim, implicagdes sérias para o servigo de saude
publica dos paises acometidos (DONALISIO; FREITAS; ZUBEN, 2017). Em meio a
emergéncia e re-emergéncia de varios arbovirus no Brasil nos ultimos anos, ¢ importante
destacar a emergéncia do ZIKV e CHIKV em meados de 2013-2014 (CAMPOS et al., 2018).

O ZIKV foi isolado pela primeira vez em 1947 na floresta de Zika, Uganda (DICK;
KITCHEN; HADDOW, 1952). Nos 60 anos seguintes apos a sua descoberta, poucos casos de
infeccdo pelo ZIKV foram relatados em humanos e o virus permaneceu como um patégeno
obscuro e até entdo considerado negligenciado até abril de 2007, quando o ZIKV causou um
surto na Ilha de Yap, Estados Federados da Micronésia e, subsequentemente, se espalhou
rapidamente pelo Pacifico causando surtos na Polinésia Francesa, Ilhas Cook, Ilha de Pascoa e
Nova Caledonia (CAO-LORMEAU et al., 2014; DUFFY; CHEN et al., 2009; FAYE et al.,
2013; GATHERER; KOHL, 2016; 100S et al., 2014; LANCIOTTI et al., 2008; MUSSO,
2015). O ZIKV foi entdo introduzido nas Américas, possivelmente em 2013, e em maio de
2015, o primeiro caso de infec¢do pelo ZIKV foi reportado no Brasil (CAMPOS; BANDEIRA;
SARDI, 2015; CAMPOS et al., 2018; FARIA et al., 2016). Desde entdo, o virus se espalhou
rapidamente pelas Américas e se tornou uma ameaga global. Além da febre Zika, o virus foi
responsavel por um grave surto de microcefalia e outras anomalias congénitas observadas em
neonatos nascidos de maes infectadas durante a gravidez, bem como muitos casos de doencas
neuroldgicas como a sindrome de Guillain-Barré (SGB) em pacientes infectados (BRASIL et
al., 2016; BRITO FERREIRA et al., 2017; CAMPOS; BANDEIRA; SARDI, 2015; DE
OLIVEIRA et al., 2017; MENESES et al., 2017; PETERSEN et al., 2016; RASMUSSEN e¢
al., 2016). Semelhante ao ZIKV, o primeiro caso reportado de infec¢ao pelo CHIKV ocorreu
no continente africano entre 1952-1953 (LUMSDEN, 1955). Desde entdo, varios surtos
ocorreram em todo o continente africano (POWERS et al, 2000; ROBINSON, 1955).
Entretanto, as preocupag¢des com o CHIKV aumentaram consideravelmente no inicio do século
XXI, quando o virus foi reportado em varios paises ao redor do mundo (REZZA et al., 2007,

THIBERVILLE et al., 2013). Em 2013, o CHIKV chegou nas Américas, inicialmente se
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espalhando no Caribe, antes de chegar ao Brasil em 2014 (NUNES ef al., 2015). Desde entdo,
o CHIKYV se tornou endémico no Brasil e tem sido associado a uma elevada morbidade (DE
LIMA et al., 2021).

O ZIKV e CHIKYV sao transmitidos majoritariamente aos humanos através da picada de
mosquitos fémeas infectadas do género Aedes, principalmente as espécies Aedes aegypti
Aedes albopictus, embora outras espécies de mosquitos também possam estar envolvidas na
cadeia de transmissao (DIALLO et al., 2014; ELIZONDO-QUIROGA et al., 2018; GIRON et
al., 2019; GUEDES et al., 2017; GUO et al., 2016; MARTINET et al., 2019; SMARTT et al.,
2018). Além da transmissdo vetorial, o ZIKV pode ser transmitido por meio de relagdes sexuais
e transfusdes de sangue, bem como durante a gravidez, enquanto relatos sugerem que o CHIKV
pode ser transmitido através da transmissdo vertical (CUNHA et al., 2016; GREGORY et al.,
2017; HILLS et al., 2016; MUSSO et al., 2014; RAMFUL et al., 2007).

Clinicamente, a manifestacdo clinica observada durante as infec¢des pelo ZIKV,
CHIKV e DENV se sobrepde significativamente, o que torna o diagnostico clinico
extremamente dificil (DUFFY er al., 2009; MUSSO; NILLES; CAO-LORMEAU, 2014).
Nesse contexto, ferramentas de diagnostico exercem um papel crucial na identificacdo e
diferenciagdo do agente etiologico da doenca (PETERSEN et al., 2016; WIKAN; SMITH,
2016). No contexto laboratorial, as infec¢des causadas pelo ZIKV e CHIKV podem ser
diagnosticadas através da utilizacdo de métodos sorologicos € métodos moleculares. As
técnicas soroldgicas disponiveis incluem o teste de neutralizagdo por reducgdo de placa (PRNT),
ensaios de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA) e ensaios de fluxo lateral para detec¢do de
anticorpos IgM ou IgG no soro do paciente (LANCIOTTI et al., 2008; WAGGONER;
PINSKY, 2016). No entanto, a reatividade cruzada com outros virus em ensaios sorologicos
limita sua utilidade em regides ha a circulagdo de outros arbovirus, como ¢ o caso do Brasil.

Atualmente, a técnica de transcri¢do reversa seguida da reagdo em cadeia da polimerase
quantitativa (RT-qPCR) ¢ considerada o método molecular padrao ouro para o diagnostico do
ZIKV e CHIKV e tem sido empregada com sucesso para detectar esses arbovirus em varios
tipos de amostras biologicas (LANCIOTTI et al., 2007; LANCIOTTI et al., 2008). Entretanto,
a RT-qPCR ¢ uma técnica cara, requer mao-de-obra qualificada, acesso a eletricidade,
processamento laborioso das amostras (extragdo do RNA) e necessita de equipamentos
sofisticados para amplificacdo e deteccdo do genoma viral, o que acaba centralizando o
diagnostico. Juntas, estas desvantagens impactam negativamente o estabelecimento de
programas eficazes de controle da doenga causada por arbovirus emergentes e re-emergentes,

especialmente em areas remotas. Além disso, a pandemia de COVID-19 agravou essa situagao
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no Brasil, uma vez que a maioria dos recursos diagnosticos tiveram que ser redirecionados para
a detecgdo do SARS-CoV-2 (SILVA; MAGALHAES; PENA, 2021).

Apesar das técnicas sorologicas e moleculares serem utilizadas para o diagnostico de
arbovirus na rotina laboratorial, ainda permanece a necessidade do desenvolvimento de novas
ferramentas que possam ser utilizadas para o diagnostico dos pacientes infectados de forma
simples e pratica, promovendo assim, a descentralizagdo do diagndstico MATTHEWS et al.,
2020). A técnica de transcricdo reversa seguida de amplificagdo isotérmica mediada por alca
(RT-LAMP) representa uma ferramenta rapida, simples e robusta para a amplifica¢do rapida de
acidos nucleicos (DNA ou RNA) em temperatura isotérmica (NOTOMI et al., 2000). O RT-
LAMP apresenta muitas vantagens em comparagdo a outros métodos moleculares, incluindo
baixo custo, conveniéncia, alta sensibilidade e especificidade, o que torna um método poderoso
para diagnoéstico do tipo “Point-of-care” (POC) (NEMOTO et al., 2010). Devido a essas
vantagens e o potencial para aplicagdo no campo, muitos ensaios foram desenvolvidos baseados
na técnica de LAMP para o diagnostico do ZIKV e CHIKYV desde a emergéncia desses virus
nas Américas (HAYASHIDA et al., 2019; LOPEZ-JIMENA et al., 2018; SAECHUE et al.,
2020; SILVA et al., 2019; SILVA; PARDEE; PENA, 2019). No entanto, muitos desses ensaios
ainda requerem equipamentos sofisticados, reagentes caros ou protocolos laboriosos para
amplificacdo e detec¢do do genoma viral, o que limita sua aplicabilidade em paises com poucos
recursos e baixa infraestrutura laboratorial.

Além do RT-LAMP, os biossensores representam outro método alternativo de detec¢ao
de arbovirus emergentes com alto rendimento. Desde a emergéncia do ZIKV e CHIKV nas
Américas, varios grupos de pesquisa de diferentes partes do mundo também se concentraram
em modalidades alternativas de detecgdo baseadas em sensores com a finalidade de reduzir o
uso de equipamentos caros, mao-de-obra qualificada e fornecer resultados rapidos e precisos.
Neste contexto, Pardee et al. (2016) desenvolveu uma plataforma de diagnoéstico do tipo POC
baseado em uma tecnologia livre de células, que permite o uso de genes sintéticos no campo
(GREEN et al., 2014; PARDEE et al., 2014; PARDEE et al., 2016). Os biossensores de RNA
programaveis chamados de “foehold switches™ sdo capazes de detectar o genoma viral de forma
rapida e com alta sensibilidade e especificidade, onde o resultado pode ser facilmente observado
através do olho nu com base na mudanca de cor da reagdo sem a necessidade de equipamentos
sofisticados (PARDEE et al., 2014; PARDEE et al., 2016).

Diante disso, o objetivo principal deste trabalho foi validar plataformas e protocolos
moleculares do tipo POC para a deteccdo do ZIKV e CHIKV em amostras clinicas. As

plataformas validadas neste trabalho possuem potencial de fornecer desempenho diagndstico



23
SILVA, S.JR.D.

igual ou até superior as técnicas utilizadas na rotina laboratorial. Como resultado, essas
ferramentas do tipo POC desenvolvidas e validadas neste trabalho podem trazer
descentralizacdo da assisténcia a satide por meio do diagndstico e também apresentam grande
potencial para produzir resultados confidveis e rapidos para auxiliar os médicos na tomada de

decisdo e no manejo terapéutico dos pacientes infectados.
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2 REFERENCIAL TEORICO

O presente topico apresenta o referencial teérico dos temas abordados no decorrer da
tese: historico e epidemiologia do ZIKV; historico e epidemiologia do CHIKV; caracteristicas
moleculares e genéticas do ZIKV; caracteristicas moleculares e genéticas do CHIKV;
transmissdo; manifestagdes clinicas associadas a infec¢dao pelo ZIKV; manifestacdes clinicas

associadas a infec¢do pelo CHIKV; diagnostico; tratamento, prevengao e controle.

2.1 Historico e epidemiologia do ZIKV

O ZIKYV foi identificado pela primeira vez em 1947, na floresta de Zika, Uganda (DICK;
KITCHEN; HADDOW, 1952). A descoberta foi realizada a partir do sangue de um macaco
Rhesus que havia desenvolvido uma doenga febril e, apds a inoculagdo do sangue em
camundongos da linhagem Swiss e em outro macaco Rhesus, o virus foi isolado a descobriu-se
que se tratava de um novo virus que até entdo nunca havia sido descrito (DICK; KITCHEN;
HADDOW, 1952). Na sequéncia, em 1948, o ZIKV foi identificado pela primeira vez em
mosquitos da espécie Aedes africanus (DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952). No entanto, a
capacidade zoonotica do ZIKV s6 foi confirmada a partir da infecgdo em humanos em 1954, na
Nigéria (MACNAMARA, 1954). Durante esse episodio, trés pacientes foram acometidos com
a infeccdo e a confirmagao da infecgdo pelo ZIKV foi realizada através do isolamento do virus
e deteccdo de anticorpos utilizando ensaios soroldgicos (MACNAMARA, 1954).

Apoés a primeira identificagdo em 1947, o ZIKV permaneceu como um patdgeno
obscuro sendo associado apenas a casos esporadicos em humanos na Africa e Asia até 2007,
quando ocorreu o primeiro grande surto na Ilha de Yap, territorio dos Estados Federados da
Micronésia, localizado no leste do Pacifico (DUFFY et al., 2009; LANCIOTTI et al., 2008).
Estima-se que durante esse primeiro momento, o ZIKV infectou aproximadamente 73% da
populagao residente da ilha (DUFFY et al., 2009). Entretanto, ndo foi reportado nenhum caso
de obito ou hospitalizacdo decorrente da infeccdo pelo ZIKV e os sintomas mais comuns
apresentados pelo os pacientes acometidos com a doenga foram exantema, febre, artralgia e
conjuntivite (DUFFY et al., 2009).

Na sequéncia, houve casos reportados decorrentes da infec¢do pelo ZIKV na Camboja
em 2010, Filipinas em 2012 e na Tailandia em 2012 (ALERA et al., 2015; BUATHONG et al.,
2015; HADDOW et al., 2012; HEANG et al., 2012). Em 2013, o ZIKV ressurgiu de forma
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agressiva na Polinésia Francesa sendo responsavel pela primeira epidemia provocada pelo
virus, com aproximadamente 28 mil casos, cerca de 11% da populagdo (CAO-LORMEAU et
al., 2014; MUSSO; NILLES; CAO-LORMEAU, 2014). Posteriormente, o ZIKV continuou se
disseminando rapidamente por todo o Pacifico incluindo Nova Caleddnia, Ilhas Cook, Ilha de
Péscoa e as Ilhas Vanuatu e Solomon, comprovando assim, a capacidade de disseminac¢do do
virus (I00S et al., 2014; MUSSO; CAO-LORMEAU; GUBLER, 2015; MUSSO; NILLES;
CAO-LORMEAU, 2014). Coincidentemente, durante a epidemia ocorrida na Polinésia
Francesa entre 2013 e 2014, a infeccdo pelo ZIKV foi intimamente associada ao
desenvolvimento de manifestagdes neurologicas severas como a sindrome de Guillain-Barré
(SGB) (CAO-LORMEAU et al., 2016; OEHLER et al., 2014).

No inicio de 2015, o ZIKV foi reportado pela primeira vez nas Américas (Figura 1)
(CAMPOS; BANDEIRA; SARDI, 2015; ZANLUCA et al., 2015). Os primeiros casos foram
descritos a partir de 24 pacientes que apresentaram sintomas associados a infec¢@o pelo ZIKV
no municipio de Camagari, estado da Bahia (CAMPOS; BANDEIRA; SARDI, 2015). As
amostras de soro foram testadas através da RT-PCR e os resultados demonstraram que cinco
(29.2%) amostras foram positivas para o ZIKV. Além disso, os resultados revelaram através de
andlise filogenética que o material genético do virus detectado durante o surto brasileiro
pertencia a linhagem asidtica e apresentava 99% de identidade com sequéncias do ZIKV obtidas
a partir de pacientes da Polinésia Francesa (CAMPOS; BANDEIRA; SARDI, 2015; MUSSO,
2015).

Inicialmente, inimeras hipdteses haviam sido divulgadas no meio cientifico a fim de
tentar entender como havia ocorrido a introdugdo do ZIKV no Brasil. As hipdteses apontavam
possiveis eventos internacionais ocorridos no Brasil em meados de 2014 como porta de entrada
do virus, tais como a Copa do Mundo de Futebol e o Campeonato Mundial de Canoagem
ocorrido em agosto de 2014, no Rio de Janeiro (MUSSO, 2015; ZANLUCA et al., 2015).
Porém, estudos posteriores através de andlises de bioinformatica de genomas do ZIKV
revelaram que a introdugdo do virus no Brasil poderia ter ocorrido durante o primeiro semestre
de 2013, mais especificamente entre os meses de maio e dezembro, momento que coincidiu
com a realiza¢do da Copa das Confederagdes no Brasil (FARIA ef al., 2016). Devido ao fato
de Brasil ser endémico para outras arboviroses, como dengue e chikungunya, e que causam
sintomas similares aos causados pela infec¢do do ZIKV, o virus acabou permaneceu circulando
e causando infecgdes sem que fosse identificado até 2015. Posteriormente, a hipdtese que o
ZIKV foi introduzido no Brasil em 2013 também foi demonstrada em outros trabalhos

(CAMPOS et al, 2018; COSTA et al, 2020). Recentemente, através de analises
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computacionais, foi possivel reconstruir a histéria espago-temporal do ZIKV nas Américas,
apontando mais especificamente para a introducao no estado de Pernambuco, Brasil, em 2013
(COSTA et al., 2020).

Ap6s a introdugdo e confirmagao do primeiro caso autdctone do ZIKV no Brasil, o virus
se espalhou rapidamente por todos os estados federativos e também pela América Latina. Até
marg¢o de 2016, 23 estados federativos reportaram casos de transmissdo, confirmando assim, a
capacidade de disseminagdo rapida do virus (CHEN; HAMER, 2016). Paralelamente, durante
o mesmo periodo de emergéncia do ZIKV no Brasil, o nimero de casos de microcefalia e outras
malformagdes congénitas também aumentaram de forma consideravel, o que levou a hipotese
de que a infec¢do pelo ZIKV estaria associada ao surgimento de malformagdes congénitas em
neonatos (HAZIN et al., 2016). Ainda em meados de 2016, autoridades de satde publica de
mais de 30 paises e territorios oriundos do continente americano reportaram a transmissao
autoctone do ZIKV (PAHO, 2016). De acordo com dados do Ministério da Saude do Brasil,
entre janeiro de 2015 a novembro de 2016, estima-se que foram notificados mais de 1.6 milhdes
de casos associados a infeccao pelo ZIKV, dos quais 41,473 foram em mulheres gestantes, com
maior numero de casos sendo registrados na regido Nordeste do pais (DE OLIVEIRA et al.,
2017). Além disso, durante o mesmo periodo foram confirmados 1,950 casos de recém-nascidos
que nasceram com microcefalia (DE OLIVEIRA et al., 2017).

Diante da situagdo emergencial dos casos de infeccdo provocados pelo ZIKV em varios
paises do mundo, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) declarou os casos associados a
infeccdo pelo ZIKV como uma emergéncia de satde publica em fevereiro de 2016
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2016). No entanto, logo apds a epidemia ocorrida
entre 2015 ¢ 2016, o numero de casos associados ao ZIKV diminuiram cerca de 95% e, em
maio de 2017, o Ministério da Saude declarou o fim da emergéncia nacional (SAUDE, 2017).

Nos anos seguintes ap6s a grande epidemia (2015-2016) nas Américas, o ZIKV
continuou circulando, embora o nimero de casos tenha se mantido estavel. Em 2020, até¢ a
semana epidemiologica 36, referente ao més de outubro, foram confirmados 6,705 casos de
Zika no Brasil, com incidéncia de 3.2 casos/100 mil habitantes. A regido Nordeste apresentou
o maior numero de casos da doenga em relacdo ao total do pais (4.924, 73.4%), seguido das
regides Sudeste (760 casos; 11.3 %), Centro-Oeste (569 casos; 8.4%), Norte (369 casos, 5.5%)
e Sul (83 casos, 1.3%) (SAUDE, 2020). Mesmo com uma diminui¢do consideravel do nimero
de casos nos ultimos anos, ¢ recomendado que as medidas voltadas para o controle do mosquito

vetor sejam mantidas a fim de diminuir a possibilidade de surgimento de novos surtos.
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Figura 1 - Historico epidemioldgico do ZIKV.
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Fonte: Musso et al. (2019, tradugio nossa).

Legenda: Os eventos epidemioldgicos marcantes associados a disseminagdo do ZIKV ao longo da histoéria sdao
descritos no mapa. Além disso, 0 mapa demonstra as regides com casos confirmados de ZIKV entre o periodo de
2007 a 2018 (laranja) e as regides com circulagdo do mosquito Adedes aegypti, mas sem identificacdo de casos
reportados associados a doenca (rosa). Por fim, também ¢ demonstrado a dispersao da linhagem Asiatica (linhas
roxas) e linhagem Africana (linha azul) durante a emergéncia global do ZIKV.

2.2 Historico e epidemiologia do CHIKV

O primeiro caso reportado de infec¢do pelo CHIKV em humanos ocorreu na Tanzania
em 1952 (LUMSDEN, 1955). Na sequéncia, o CHIKYV foi isolado a partir de amostras de soro
humano e de mosquitos da espécie Ae. aegypti (Linnaeus, 1762) e do género Culex spp.
mosquitos em 1953 (ROSS, 1956). Desde entdo, varios surtos ocorreram em todo o continente
africano (POWERS et al., 2000; ROBINSON, 1955). Entre 1960 e¢ 1980, o CHIKV foi
identificado na Africa Central, Ocidental ¢ Meridional e nos anos seguintes, na India ¢ em
outros paises da Africa (POWERS et al., 2000; WAHID et al., 2017). Em resumo, os surtos ¢
epidemias provocados pelo CHIKV nos ultimos 70 anos apresentaram um movimento ciclico,
caracterizados por surtos remotos intercalados por periodos de siléncio epidemioldgico,
variando de anos a décadas (SILVA et al., 2018). Este comportamento epidemioldgico do
CHIKYV ¢ provavelmente de origem multifatorial e inclui inumeros fatores envolvidos como

ecologia do mosquito vetor, genética viral, a¢des antrdpicas, comportamento humano,
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determinantes ambientais e diferencas na suscetibilidade a infecgdes em humanos e vetores
(SILVA et al., 2018).

As preocupagdes com o CHIKV aumentaram consideravelmente apos 2007, quando o
virus foi reportado no norte da Italia, introduzido possivelmente por um viajante infectado da
ndia (REZZA et al., 2007). Desde entdo, o CHIKV esteve relacionado com infecgdes em seres
humanos em varios paises incluindo Indonésia, Mianmar, Tailandia, Maldivas, Ilha da Reunido,
Taiwan, Franca e Estados Unidos (REZZA et al.,2007; THIBERVILLE et al.,2013). Em 2013,
o CHIKYV chegou nas Américas, inicialmente se espalhando no Caribe, antes de chegar ao Brasil
em 2014 (NUNES et al., 2015). Até o presente momento, foram reportados casos de infec¢ao
pelo CHIKYV em diferentes paises de clima tropical subtropical em todos os continentes, exceto
na Antartica (CDC, 2018). A propagacdo e os surtos provocados pelo CHIKV ao redor do
mundo nos tltimos anos sdo demonstrados na figura 2.

Ap6s a introdugdo no CHIKV em 2014, o virus permaneceu endémico no Brasil e tem
sido considerado uma ameaga de suade publica no pais (LIMA et al., 2020). Em 2020, até a
semana epidemioldgica 38, foram confirmados 71,698 casos de chikungunya no Brasil, com
incidéncia de 33,0 casos/100 mil habitantes. A regido Nordeste apresentou o maior nlimero de
casos da doenca em relagdo ao total do pais (50.049, 69.8%), seguido das regides Sudeste
(19.671 casos; 27.1%), Norte (710 casos; 0.9%), Centro-Oeste (709 casos, 0.9%) e Sul (559
casos, 0.7%) (SAUDE, 2020).
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Figura 2 - Historico epidemiologico do CHIKV.
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Fonte: Silva et al. (2017, tradug@o nossa).

Legenda: Distribui¢ao geografica do CHIKYV e seus vetores primdrios, Ae. aegypti € Ae. Albopictus, ao redor do
mundo. Os paises nos quais casos autoctones de CHIKV foram relatados sdo especificados com simbolos coloridos
que representam os genotipos virais distintos detectados durante surtos naquele pais. Sobreposto a distribui¢do dos
casos de CHIKYV, pode-se observar as areas geograficas que apresentam a circulacdo dos vetores primarios
responsaveis pela transmissdo do CHIKYV para os seres humanos. Vermelho indica as dreas com a presenga de Ae.
aegypti; Amarelo indica as areas com a presenca de Ae. albopictus; e as areas onde ambas as espécies de mosquitos
estdo presentes sdo indicadas na cor laranja.

2.3 Caracteristicas moleculares e genéticas do ZIKV

O ZIKV ¢ um patdgeno envelopado que apresenta o material genético constituido de
RNA (4cido ribonucleico) sentido positivo (+ ssRNA), fita simples que pertence ao género
Flavivirus dentro da familia Flaviviridae. Outros arbovirus dentro desta familia incluem o virus
da febre amarela (YFV), virus da dengue (DENYV), virus do oeste do Nilo (WNV), virus da
encefalite japonesa (JEV), St. Louis (SLEV) e o virus Rocio (ROCV) (FIGUEIREDO, 2000;
PETERSEN et al., 2016). O genoma do ZIKV possui aproximadamente 10.8 kb de
comprimento, o qual ¢ capeado na extremidade 5°. Além disso, o genoma possui uma Unica
sequéncia aberta de leitura (ORF), que ¢ flanqueada por regides ndo traduzidas (UTRs) nas
extremidades 5 'e 3' e codifica cerca de 3,410 aminoacidos (Quadro 1) (BARONTI et al., 2014;
KUNO; CHANG, 2007).
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Quadro 1 - Estruturas do genoma do ZIKV.
Gene ou regiao Tamanho
gendmica
Asiatica (H/PF/2013)* Africana (MR 766)"
5’ UTR 107 nt 106 nt
Capsideo 105 aa 122 aa
PrM 187 aa 178 aa
Envelope 505 aa 500 aa
NSI 352 aa 342 aa
NS2A 217 aa 226 aa
NS2B 139 aa 130 aa
NS3 619 aa 617 aa
NS4A 127 aa 127 aa
NS4B 255 aa 252 aa
NS5 904 aa 902 aa
3’ UTR 428 nt 428 nt
Genoma completo 10,617 nt 10,974 nt

Fonte: * Baronti et al. (2014); ®: Kuno et al. (2007).

Abreviagoes: nt: nucleotideos; aa: aminoacidos; UTR: regido ndo traduzida.

O RNA viral ¢ traduzido como uma unica poliproteina que a medida que ¢ traduzido
codifica trés proteinas estruturais (proteina C [proteina do capsideo], proteina prM [proteina
pré-membrana] e proteina E [proteina do envelope]) que estdo envolvidas e relacionadas com
a formagdo de novas particulas virais. Além destas, outras sete proteinas ndo-estruturais sao
codificadas (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e¢ NS5) (Figura 3) (SIROHI; KUHN,
2017). Como o proprio nome sugere, as proteinas nao-estruturais diferentemente das proteinas
estruturais, estdo relacionadas com a replicacdo e montagem do genoma do virus, bem como
possuem papel chave na evasdo da resposta imune do hospedeiro (CHAMBERS et al., 1990;
KUNO; CHANG, 2007). A geracdo das dez proteinas individuais a partir de uma tUnica
poliproteina do genoma do ZIKV ¢ regulada por proteases virais e por proteases do proprio

hospedeiro infectado (SIROHI; KUHN, 2017).
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Figura 3 - Morfologia e organiza¢ao genomica do ZIKV.
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Legenda: O ZIKV ¢é um virus envelopado com material genético constituido de RNA fita simples sentido positivo
(+ ssRNA) que codifica para proteinas estruturais e ndo-estruturais (A). O RNA viral ¢ traduzido como uma tnica
poliproteina que a medida que ¢ traduzido codifica sete proteinas nao-estruturais sdo codificadas (NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) e trés proteinas estruturais (proteina C [proteina do capsideo], proteina prM
[proteina pré-membrana] e proteina E [proteina do envelope]) (B). Imagem demonstrando uma particula viral do
ZIKV madura (resolugio de 3.8 A) (C). Particulas do ZIKV maduras na glandula salivar de mosquitos da espécie
Culex quinquefasciatus (D). Linhas pretas (Vi): Particula viral do ZIKV; Linha branca: formagdo do envelope
viral a partir da membrana do reticulo endoplasmatico.
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No ultimo século, inimeros estudos tém buscado caracterizar geneticamente o genoma
do ZIKV (BERTHET et al., 2014; FAYE et al., 2014; HADDOW et al., 2012). Em 2008, um
estudo genético havia sugerido que o ZIKV poderia ser dividido em trés grandes linhagens
(Oeste africano, Leste africano e Asidtica) (LANCIOTTI et al., 2008). Entretanto, as analises
genéticas haviam sido realizadas com base na andlise de apenas um gene viral (NS5) e, além
disso, poucas amostras haviam sido utilizadas. Em outro estudo genético, Faye et al. (2014)
analisaram os genes que codificam a proteina E e a proteina NS5 de um total de 43 genomas
coletados entre 1947 e 2007 a partir de paises oriundos da Africa, Asia e Oceania. Os resultados
das analises filogenéticas apontaram para trés linhagens do ZIKV: cluster da Uganda, cluster
da Nigéria e o cluster Asiatico (FAYE et al., 2014). Em contraste, quando as andlises foram
realizadas com base no genoma completo do virus, as analises filogenéticas revelaram que o
ZIKV era dividido em apenas duas grandes linhagens: Asiitica e Africana (Figura 4)

(HADDOW et al., 2012).
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Figura 4 - Arvore filogenética demonstrando as duas grandes linhagens do ZIKV incluindo a Asiética e
Africana.
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Fonte: Musso et al. (2016).

Legenda: Arvore filogenética destacando as duas grandes linhagens do ZIKV (Asiatica e Africana), onde também
¢ possivel observar a diferenga genética do ZIKV com outros arbovirus, incluindo o virus da dengue (DENV 1-4),
virus da febre amarela (YFV), virus do Oeste no Nilo (WNV) e o virus da encefalite japonesa (JEV).

0.1
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2.4 Caracteristicas moleculares e genéticas do CHIKV

Semelhante ao ZIKV, o CHIKV ¢ um virus envelopado que apresenta o material
genético constituido de RNA (4cido ribonucleico) sentido positivo (+ ssRNA), fita simples que
pertence ao género Alphavirus dentro da familia Togaviridae (ROSS, 1956). Outros virus
dentro desta familia incluem o virus Ross River (RRV), virus Barmah (BFV) e o virus Mayaro
(MAYV) (TOIVANEN, 2008). O genoma do CHIKV possui aproximadamente 11.5 kb que
codifica quatro proteinas ndo estruturais (nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4) e cinco proteinas estruturais
principais: capsideo (C), glicoproteinas do envelope (E) [El, E2, E3 e EK] (Figura 5)
(STRAUSS; STRAUSS, 1994). Diferente do genoma do ZIKV, o genoma do CHIKV possui
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duas sequéncias abertas de leitura (ORFs) separadas por uma regido de jun¢do ndo traduzida.

Além disso, seu genoma ¢ capeado e poliadenilado nas extremidades 5’ e 3°, respectivamente.

Figura 5 - Morfologia e organizagdo genomica do CHIKV.
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Fontes: Metz et al.; Weavers et al.; Simizu et al. (tradugdo nossa).

Legenda: O CHIKYV ¢ um virus envelopado com material genético constituido de RNA fita simples sentido positivo
(+ssRNA) (A). Seu genoma codifica sete proteinas, sendo quatro nao estruturais (nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4) e cinco
proteinas estruturais (capsideo (C), glicoproteinas do envelope (E) [E1, E2, E3 ¢ EK]) (B). Imagem demonstrando
uma particula viral do CHIKV madura (C). Micrografia eletronica de particulas do CHIKV purificadas com um
diametro de aproximadamente 42 nm.
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Com base na constitui¢do genética, estudos demonstraram que o CHIKV pode ser
dividido em trés linhagens principais com base na andlise filogenética da sequéncia do gene E1
e do genoma completo: linhagem do Leste / Central / Africa do Sul (conhecida como ECSA),
linhagem Asiatica e linhagem do Oeste Africano (CASAL et al., 2015; POWERS et al., 2000;
POWERS; LOGUE, 2007; SCHUFFENECKER et al., 2006) (Figura 6).

Figura 6 - Arvore filogenética demonstrando as principais linhagens do CHIKV.
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Fonte: Tanabe et al. (2018). )
Legenda: Arvore filogenética destacando as trés grandes linhagens do CHIKV: linhagem do Leste / Central / Africa
do Sul (conhecida como ECSA), linhagem Asiatica e linhagem do Oeste Africano.

2.5 Transmissao

O ZIKV pode ser transmitido majoritariamente em dois principais ciclos de transmissao:
o ciclo urbano e o ciclo silvestre (DA SILVA et al, 2020). Mosquitos antropofilicos

pertencentes ao género Aedes, que estdo amplamente distribuidos nas regides tropicais e
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subtropicais do mundo, sdo considerados o principal vetor envolvidos na transmissdao do ZIKV
para os seres humanos, especialmente os da espécie Aedes aegypti no ciclo urbano, onde através
da picada dos mosquitos fémeas, os virus sdo transmitidos (GUTIERREZ-BUGALLO et al.,
2019; PATTERSON; SAMMON; GARG, 2016). Os mosquitos do género Aedes, incluindo as
espécies Aedes aegypti e Aedes albopictus, além de estarem envolvidos na transmissdo do
ZIKV, também exercem papel crucial na cadeia de transmissao de outras arboviroses que sao
consideradas problemas de saude publica no Brasil e no mundo, tais como dengue, chikungunya
e febre amarela (FIGUEIREDO, 2019). Recentemente, estudos utilizando modelos preditivos
sugeriram que a distribui¢do geografica do Aedes aegypti ira continuar aumentando como
consequéncia do crescimento exponencial da populagdo e de outros fatores como urbanizacao
e mudangas climaticas, o que alerta a populagdo e a comunidade cientifica para o risco de
surgimento de novos surtos e epidemias (KRAEMER et al., 2019).

Desde o primeiro isolamento do ZIKV em mosquitos da espécie Aedes africanus em
1948, muitas cepas do ZIKV foram isoladas em mosquitos de outros géneros incluindo Aedes,
Anopheles, Mansonia e Culex (DIALLO et al., 2014; DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952).
Embora os mosquitos do género Aedes sejam apontados como o principal vetor para
transmissdo urbana do ZIKV, inumeros trabalhos sugerem que os mosquitos pertencentes ao
género Culex também podem atuar na cadeia de transmissdo do ZIKV (ELIZONDO-
QUIROGA et al., 2018; GUEDES et al., 2017; GUO et al., 2016; SMARTT et al., 2018).
Entretanto, existe um intenso debate na literatura cientifica a respeito das espécies envolvidas
na transmissao ZIKV tanto no ciclo urbano, bem como no ciclo silvestre.

Dentro do ciclo de transmissdo silvestre, o ZIKV circula entre mosquitos e animais
silvestres (predominantemente primatas ndo-humanos), com eventuais ocasides de transmissao
para os seres humanos. Na Africa, o ciclo de transmissao silvestre do ZIKV é bem documentado
e os primatas do velho do mundo estdo envolvidos no estabelecimento e na manutengdo do
ciclo silvestre (VALENTINE; MURDOCK; KELLY, 2019). No entanto, desde a emergéncia
causada pelo ZIKV no Brasil, o pais mais afetado durante a ultima epidemia, permanece incerto
se o ZIKV realmente estabeleceu um ciclo silvestre nas Américas (DA SILVA et al., 2020;
GUTIERREZ-BUGALLO et al., 2019). Nesse contexto, um trabalho demonstrou através de
modelos matematicos que o ZIKV apresenta alta probabilidade de estabelecer a transmissdo do
ciclo silvestre no Brasil em primatas ndo-humanos ou outros mamiferos, via mosquitos
silvestres (ALTHOUSE et al., 2016). Adicionalmente, varios estudos reportaram a detec¢ao do
ZIKV em primatas ndo-humanos oriundos de diferentes regides do Brasil incluindo Nordeste,

Sudeste e Centro-oeste (DE OLIVEIRA-FILHO et al., 2018; FAVORETTO et al., 2019;
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PAUVOLID-CORREA et al., 2019; TERZIAN et al., 2018). Em contraste, um estudo de
competéncia vetorial utilizando cinco espécies de mosquitos silvestres (4dedes spacularis, Aedes
terrens, Sabethes albiprivus, Sabethes identicus ¢ Haemagogus leucoceleanus) sugeriu que
seria muito improvavel o estabelecimento do ciclo silvestre do ZIKV na América do Sul
(FERNANDES et al., 2019). Juntos, esses resultados geram certa controvérsia quanto ao
estabelecimento do ciclo silvestre do ZIKV nas Américas. Considerando que a América do Sul
possui uma ampla circulagdo de espécies de mosquitos e primatas potencialmente capazes de
transmitir o ZIKV, a questdo se o ZIKV iniciou um ciclo de transmissao silvestre nessa parte
do mundo ainda permanece como uma questdo a ser esclarecida e, portanto, requer estudos
experimentais e de campo a fim de avaliar e determinar a competéncia de mosquitos silvestres
e primatas ndo-humanos na transmissao do ZIKV (DA SILVA et al., 2020).

Apesar de a transmissdo vetorial ser apontada como a principal via de transmissdo do
ZIKV, diversos trabalhos tém reportado outros modos nao vetoriais para a transmissao do virus,
como exemplo: transmissdo sexual, transmissao vertical e a transmissdo através de transfusdes
sanguineas. Assim como para o ZIKV, a transmissdo vetorial também representa a principal
rota de transmissdo para o CHIKV, especialmente através de mosquitos do género Aedes
(WEAVER, 2014; WEAVER et al., 2018; WEAVER; LECUIT, 2015). Além da transmissao
vetorial, estudos recentes também sugeriram a possibilidade de transmissdo vertical para o

CHIKV (FRITEL et al., 2010; RAMFUL et al., 2007) (Figura 7).
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Figura 7 - Ciclo de transmissao.
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Legenda: O ZIKV e o CHIKYV podem ser transmitidos através de dois principais ciclos de transmissdo: o ciclo
urbano e o ciclo silvestre. Dentro do ciclo de transmissdo silvestre, esses arbovirus circulam entre mosquitos e
animais silvestres (predominantemente primatas ndo-humanos), com eventuais situagdes de transmissdo para os
humanos. No ciclo de transmissao urbano, o ZIKV e CHIKYV sdo transmitidos primariamente através da picada de
mosquitos fémeas pertencentes ao género Aedes. O ser humano quando infectado, outras vias de transmissao ja
descritas para o ZIKV incluem a transmissdo sexual, transmissdo vertical e transmissao vertical. Para o CHIKYV,
ha evidéncias apenas para a transmissao vertical.

Desde a emergéncia do ZIKV nas Américas, inumeros estudos sugeriram a
possibilidade de transmissdo do virus através da relacdo sexual (COUNOTTE et al., 2018;
D'ORTENZIO et al., 2016; FOY et al., 2011; MCCARTHY, 2016; MUSSO et al., 2015). Em
um dos trabalhos pioneiros, foi sugerida a possibilidade de transmissao sexual a partir de dois
cientistas americanos que estavam em trabalho de campo no Senegal, em 2008 (FOY et al.,
2011). Ao voltarem para os Estados Unidos, um dos cientistas transmitiu o ZIKV possivelmente
através da relacdo sexual para a sua esposa (FOY et al., 2011). Adicionalmente, o ZIKV ja foi
reportado no sémen de pacientes infectados (MEAD et al., 2018). Baseado em todos os relatos
de transmissdo sexual do ZIKV até o ano de 2018, uma revisdo sistematica reportou que a
duracdo média para a deteccdo do RNA do ZIKV no sémen foi 40 dias (95% CI: 30-49 dias) e
o maximo de duragdo foi 370 dias (COUNOTTE et al., 2018). Diferente do sémen, a duragao
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média no fluido vaginal foi 14 dias (95% CI: 7-20 dias) e o maximo de duracdo foi 37 dias
(COUNOTTE et al., 2018).

De modo geral, a maior parte dos trabalhos que reportaram a transmissdo sexual do
ZIKV sao estudos do tipo relato de caso que descrevem a transmissao a partir de viajantes que
estiveram em areas endémicas e ao retornarem para as suas residéncias serviram como fonte de
infeccdo. Achados através da utilizagdo de modelos animais também corroboraram com a
possibilidade de transmissdo sexual do ZIKV (DUGGAL et al., 2017; ROSSI; TESH et al.,
2016).

Embora inimeros trabalhos apontem para a transmissao sexual do ZIKV, a relevancia
epidemiologica dessa via de transmissdo em regides endémicas permanece obscura.
Recentemente, os resultados de um estudo sorolégico envolvendo uma coorte de 425 individuos
realizada no estado de Pernambuco, considerada o epicentro da ultima epidemia, demonstrou
que a transmissao sexual teve um papel fundamental na cadeia de transmissao do ZIKV durante
a ultima epidemia no Brasil (MAGALHAES et al., 2020). Além disso, os resultados sugeriram
que associado a transmissdo vetorial, a transmissdo sexual pode ter sido um dos fatores
responsaveis pela rapida disseminagao do virus na populacio (MAGALHAES et al., 2020).

A transmissdo do ZIKV através de transfusdes sanguineas ja foi reportada em varios
trabalhos (BARJAS-CASTRO et al., 2016; MUSSO et al., 2014; MUSSO et al., 2016). Entre
2013 e 2014, durante a epidemia de ZIKV que ocorreu na Polinésia Francesa, um total de 1,505
amostras foram coletadas a partir de doadores de sangue a fim de avaliar a positividade quanto
ao ZIKV utilizando a técnica de RT-qPCR (MUSSO et al., 2014). Apos as andlises, 0s
resultados demonstraram que o RNA do ZIKV foi detectado em 42 amostras (3%), embora os
individuos doadores fossem assintomaticos no momento da coleta. Recentemente, uma revisao
sistematica estimou a prevaléncia do RNA do ZIKV nas amostras coletadas a partir de doadores
de sangue em 1% (LIU et al., 2019). Entretanto, esses valores de prevaléncia variaram de acordo
com a regido geografica (LIU et al., 2019). Importante ressaltar que essa via de transmissao
também ja foi descrita para outros arbovirus incluindo o virus da dengue, o virus do Oeste do
Nilo e o virus Ross River (HOAD et al., 2015; PEALER et al., 2003; STRAMER et al., 2005;
TAMBYAH et al., 2008; TOMASHEK; MARGOLIS, 2011).

A recente epidemia causada pelo ZIKV nas Américas revelou consequéncias
devastadoras decorrentes da infec¢@o, principalmente depois do aumento consideravel no
numero de casos recém-nascidos com microcefalia, sugerindo assim, a possibilidade da
transmissdo vertical do ZIKV (HAZIN et al, 2016; RASMUSSEN et al, 2016).

Posteriormente, o ZIKV foi apontado como o agente etioldgico responsavel pela a génese de
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malformagdes congénitas observadas em recém-nascidos, incluindo a microcefalia e hoje
nomeadas como sindrome de congénita do Zika (SCZ) (CASTANHA et al., 2019; CORDEIRO
et al.,2016; CORDEIRO et al., 2016; DE ARAUJO et al., 2018; HAZIN et al., 2016). Estima-
se que a transmissdo vertical do ZIKV ocorra entre gestantes e fetos, principalmente quando as
maes sdo infectadas durante o primeiro trimestre do periodo gestacional (HAZIN et al., 2016).
Adicionalmente, o RNA do ZIKV ja foi detectado amostras de leite materno e soro de maes
lactantes (BESNARD et al., 2014; COLT et al., 2017). A transmissdo vertical ja foi
documentada para outros arbovirus incluindo o virus da dengue, o virus do Oeste do Nilo e o
virus chikungunya (BASURKO et al., 2009; FRITEL et al., 2010; STEWART; BRYANT;
SHEFFIELD, 2013).

Além disso, outros estudos ja reportaram que o0 RNA do ZIKV foi detectado em fluidos
bioldgicos como urina, saliva, suor e fluido lacrimal, sugerindo assim, a possibilidade de outras
vias de transmissao (GOURINAT et al., 2015; MENEZES-NETO et al., 2021; MOULIN et al.,
2016; MUSSO et al., 2015).

2.6 Manifestacoes clinicas associadas a infec¢do pelo ZIKV

A infeccdo pelo ZIKV ¢ autolimitada em individuos adultos e estd associada a uma
baixa mortalidade. Aproximadamente cerca de 50-80% dos individuos infectados pelo virus
apresenta a doenca em sua forma assintomatica (DUFFY et al., 2009; MUSSO; GUBLER,
2016; PETERSEN et al., 2016). Ap6s o periodo de incubagdo do virus que ¢ entre 3 a 14 dias
apos a infecg¢do, os individuos que sdo sintomaticos apresentam geralmente uma doenga
moderada e, quando presente, os sintomas incluem exantema, febre, dor de cabega, artralgia e
conjuntivite (Figura 8) (DUFFY et al., 2009; MUSSO; GUBLER, 2016). Outros sintomas
menos frequentes ja reportados em pacientes acometidos com a doenca foram mialgia,
linfadenopatia, edema, dor cervical, fadiga, mal-estar, dor retro-orbital, distirbios digestivos,
calafrios, tontura, vomito, diarréia e tosse, além de sintomas geniturinarios incluindo hematria,
distria e dor perineal (CHAN et al., 2016; DUFFY et al., 2009; MUSSO; GUBLER, 2016;
ZANLUCA et al., 2015).
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Figura 8 - Manifestagoes clinicas predominantemente observadas em pacientes infectados pelo ZIKV.

Fonte: Musso et al. (2016).

Legenda: Painel demonstrando as principais manifestagdes clinicas associadas a infec¢do pelo ZIKV. Na parte
superior do painel é mostrado pacientes apresentando conjuntivite e exantema. Na parte inferior do painel também
¢ mostrado pacientes apresentando exantema.

De modo geral, complicagdes ndo sdo observadas durante a infec¢do causada pelo
ZIKV, mas quando ocorrem, podem ser severas e fatais (MUSSO; GUBLER, 2016). A
principal preocupacgdo quanto a infec¢do pelo o ZIKV ¢ decorrente da sua intima relagdo com
a sindrome congénita do Zika incluindo a génese de malformagdes congénitas observadas em
recém-nascidos cujas maes foram maes foram infectadas durante o periodo gestacional, além
de também estar associada com o desencadeamento de manifestacdes neurologicas, como a
sindrome de Guillain-Barré (SGB) (CAO-LORMEAU et al., 2016). Embora o ZIKV demonstre
tropismo para um amplo espectro de células no organismo, as caracteristicas marcantes das
manifestagdes neuroldgicas sdo resultantes do neurotropismo viral (MINER; DIAMOND,

2017).
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2.6.1 Sindrome congénita do Zika (SCZ)

Neonatos nascidos a partir de gestantes infectadas pelo ZIKV durante o periodo
gestacional possuem entre 5 a 14% de risco de serem acometidos com a sindrome congénita do
Zika (SCG) e de 4 a 6% de nascerem com microcefalia (BRASIL et al., 2016; HOEN et al.,
2018; HONEIN et al.,2017; POMAR et al.,2018; REYNOLDS et al., 2017; RICE et al., 2018;
SHAPIRO-MENDOZA et al., 2017). Interessantemente, um estudo realizado no Rio de Janeiro
incluiu 345 mulheres gestantes e os resultados demonstraram que 42% dos neonatos e fetos
nascidos apresentaram algum problema quando expostos ao ZIKV (BRASIL et al., 2016).
Embora a infec¢do pelo ZIKV em qualquer momento da gestacdo possa estar associada ao
desencadeamento da sindrome congénita do Zika em neonatos, o risco ¢ consideravelmente
bem mais elevado quando a gestante ¢ exposta ao virus durante o primeiro trimestre do periodo
gestacional (BRASIL et al., 2016; HAZIN et al., 2016; HOEN; SCHAUB; FUNK et al., 2018).

Como ficou evidente durante a epidemia de ZIKV em 2015-2016, a infec¢ao ¢ capaz
de causar um largo espectro de malformagdes congénitas que se estendem além da microcefalia
e sdo distintas de outras infec¢des congénitas, pois suas manifestacdes patoldgicas decorrentes
da infecgdo pelo ZIKV sdo restritas principalmente ao sistema nervoso central (SNC)
(DIRLIKOV et al., 2018; MIRANDA-FILHO et al., 2016). Caracteristicas marcantes de
neonatos que foram acometidos com a sindrome congénita do Zika incluem ruptura cerebral
fetal, condigdo essa que surge a partir da ruptura cerebral parcial durante a gestagcdo com colapso
subsequente do cranio fetal causado pela diminui¢do da pressdo hidrostatica intracraniana;
calcificacdes intracranianas; sinais piramidais e extrapiramidais; contraturas congénitas
causadas por um mecanismo neurogénico; lesdes oculares e manchas pigmentadas na retina
(Figura 9). Embora essas anomalias também sejam reportadas em outras infec¢des congénitas,
elas parecem estar mais frequentemente associadas a sindrome congénita do Zika (MOORE et
al., 2017).

Recentemente, um estudo realizado no estado de Pernambuco, considerado o epicentro
da ultima epidemia do ZIKV, envolveu uma série de casos incluindo 30 crianc¢as que nasceram
com microcefalia (VERAS GONCALVES et al., 2020). As criangas foram acompanhadas
durante 41 meses desde a data do nascimento e os resultados demonstraram que 57% dos casos
apresentaram pelo menos um tipo de disfun¢do enddcrina (baixa estatura, hipotireoidismo,
obesidade e alteragdes nas variantes do inicio da puberdade). Em outro estudo relacionado, Leal
et al. (2020) avaliou 92 criangas com microcefalia e previamente foram associadas com a

infeccdo pelo ZIKV (LEAL et al., 2021). Do nimero total de criancas incluidas na coorte, 57
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(61,9%) foram avaliadas através da nasofaringoscopia e os resultados demonstraram que 31
criangas apresentavam hipertrofia da adenoide. Juntos, esses resultados evidenciam que as
criangas acometidas com a sindrome congénita do Zika devem ser monitoradas e avaliadas
regularmente a fim de diagnosticar precocemente qualquer anormalidade e programar medidas

de tratamento apropriadas quando necessarias.
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Figura 9 - Achados clinicos em recém-nascidos com a sindrome congénita do Zika.

Fonte: Musso et al. (2019).

Legenda: Achados clinicos ¢ de imagem em neonatos que nasceram com a sindrome congénita do Zika (SCZ).
Fotografias obtidas a partir de uma neurossonografia de fetos infectados com o ZIKV. Principais caracteristicas
encontradas foram: calcificagdes lineares, aumento dos espagos pericerebrais, ventriculomegalia, afinamento
cortical e disgenesia do corpo caloso (A, B ¢ C). Renossancias magnéticas de um feto com infecgdo pelo ZIKV
mostrando microcefalia (D, E e F). Fotografias de trés neonatos — um com 1 semana de idade (G ¢ H) e 0 mesmo
com 10 meses de idade (I). O segundo aos 14 dias de idade (J e K) e o terceiro aos 51 dias de idade (L). Os
principais achados nesses trés neonatos foram microcefalia, dimorfismo craniano, artrogripose, estrabismo e
hipertonia axial.
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2.6.2 Manifestagdes neuroldgicas associadas a infec¢do pelo virus Zika

Como mencionado anteriormente, o ZIKV apresenta um neurotropismo elevado, o que
pode levar ao desenvolvimento de manifestagdes neuroldgicas em pacientes infectados
(MINER; DIAMOND, 2017). A incidéncia da sindrome de Guillain-Barré (SGB) associada
com a infeccdo pelo ZIKV ¢ estimada entre 2 a 3 casos por 10,000 casos reportados, o que €
similar ao risco da sindrome de Guillain-Barré ser associada com a infec¢do pela bactéria
Campylobacter (HALPIN et al., 2018; MIER-Y-TERAN-ROMERO et al., 2018). Além disso,
assim como para o ZIKV, o surgimento de desordens neuroldgicas também ja foi associado a
infec¢do provocada por outros arbovirus incluindo o DENV e o CHIKV (SOLOMON et al.,
2000; WIELANEK et al., 2007).

Diversos trabalhos apontam que o intervalo médio entre a exposi¢do ao virus e o
surgimento da sindrome de Guillain-Barré pelo paciente infectado pode variar de 5 a 10 dias
(MUNOZ et al., 2017). As manifestacdes neurolégicas frequentemente observadas em
pacientes infectados com o ZIKV que desencadearam a sindrome de Guillain-Barré incluem
neuropatia axonal motora, polineuropatia desmielinizante inflamatéria aguda e a sindrome de
Miller-Fisher (caracterizada por ataxia, arreflexia e oftalmoplegia), embora a prevaléncia desses
achados clinicos variaram entre os estudos e as regides onde os mesmos foram realizados
(CAO-LORMEAU et al., 2016; DOS SANTOS et al., 2016; MUNOZ et al., 2017). Intimeros
estudos envolvendo séries de casos demonstraram que o prognostico da sindrome de Guillain-
Barré associada a infeccdo pelo ZIKV foi similar quando comparado ao progndstico da
sindrome de Guillain-Barré ocasionada por outros processos (ocasionados por agentes
infecciosos e nao infecciosos). No entanto, achados clinicos de um estudo observacional do
tipo caso-controle sugeriu que a sindrome de Guillain-Barré associada a infec¢ao pelo ZIKV
resultou em alta morbidade e esteve frequentemente associada ao desencadeamento de
neuropatia cranial (DIRLIKOV et al., 2018).

Outros tipos de desordens neuroldgicas ja reportadas e associadas a infec¢ao pelo ZIKV
foram encefalopatias, meningoencefalite e mielite aguda (ARAUJO; SILVA; ARAUJO, 2016;
MUNOZ et al., 2017).
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2.7 Manifestacdes clinicas associadas a infec¢iao pelo CHIKV

A infeccdo causada pelo CHIKYV esta tipicamente associada com febre alta (> 38,5 °C)
no inicio da doenga, podendo estar associada com outros sintomas incluindo astenia intensa,
artralgia, mialgia, dor de cabega, exantema e erup¢do cutanea (Figura 10) (TANABE et al.,
2018; WEAVER; LECUIT, 2015). Na maioria dos casos reportados em individuos adultos
saudaveis, a doenca causada pelo CHIKV ¢ autolimitada e os sintomas permanecem nos
pacientes por cerca de 4-7 dias, que sdo seguidos por uma recuperacdo completa do paciente
(SCHWARTZ; ALBERT, 2010). Entretanto, vérios estudos demonstraram que pacientes
infectados com o CHIKV podem apresentar a persisténcia de mialgia e artralgia por varios
meses ou até mesmo anos apoés a infec¢do, o que caracteriza a fase cronica da doenga (MORO
et al.,2012; SCHILTE et al., 2013). Ao contrario da fase aguda, a fase cronica ¢ caracterizada
pela presenca de poliartralgia e/ou poliartrite, que muitas vezes esta associada a fadiga
(SUHRBIER; JAFFAR-BANDIJEE; GASQUE, 2012). Nesse contexto, a poliartralgia ¢ descrita
como a manifestacdo clinica mais comum da infec¢do pelo CHIKV e se manifesta entre 87—
98% dos casos (THIBERVILLE et al., 2013). Outros sintomas menos comuns reportados nos
pacientes infectados incluem linfadenopatia, conjuntivite, prurido, e anormalidades digestivas
(WEAVER; LECUIT, 2015).

Pacientes com febre chikungunya que requerem hospitalizagao tendem a ser mais velhos
e apresentarem comorbidades, como diabetes, doengas cardiovasculares, neurologicas e
respiratorias, que sdo fatores de risco independentes que aumentam o risco de progressdo para
um quadro severo da doenga (JAVELLE et al., 2014). Casos fatais relatados recentemente de
infeccdo pelo CHIKV em idosos descreveram insuficiéncia hepatica com colapso
cardiovascular e deterioragdo neurologica e pulmonar seguida de faléncia de multiplos 6rgdos
(CHUA et al., 2010; HOZ; BAYONA et al., 2015). Outras manifestagdes reportadas em
pacientes com doenga severa incluem encefalopatia, encefalite, miocardite, acidente vascular
cerebral (AVC) e ataque isquémico transitério (BRITO FERREIRA et al., 2020; WEAVER;
LECUIT, 2015).

Os recém-nascidos representam outro grupo de risco que estdo predispostos a
desenvolver uma doenca mais grave associada a infec¢ao pelo CHIKV (THIBERVILLE et al.,
2013; WEAVER; LECUIT, 2015). Considerando que a infeccdo em neonatos parece ser
extremamente rara, a taxa de infec¢cdo de neonatos nascidos em maes expostas ao virus durante
o nascimento pode chegar a 50%, podendo desencadear manifestacdes graves e sequelas

neurolégicas a longo prazo nos neonatos (GERARDIN et al., 2008). Outras manifestagdes



47
SILVA, S.JR.D.

atipicas e graves ja descritas neste grupo de pacientes incluem, hiperpigmentacao,
manifestagdes cutineas, desordens neuroldgicas, como como convulsdes e encefalite, e uma
variedade de outras complicagcdes (RAMFUL et al., 2007; RAO; KHAN; CHITNIS, 2008;
ROBIN et al., 2008; ROBIN et al., 2010).

Figura 10 - Achados clinicos em pacientes infectados com o CHIKV.
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Fonte: Tanabe et al. (2018).

Legenda: Principais manifestagdes clinicas associadas a infecgdo pelo CHIKV de acordo com a frequéncia de cada
sintoma. Quando infectados, os pacientes tipicamente apresentam dor nas articulagdes (92%), febre alta (85%),
dor de cabega (72%), mialgia (52%), manifestagoes cutaneas (42%), inchacos nas articulagdes (33%) e sintomas
digestivos (32%).

2.8 Diagnostico

2.8.1 Diagnostico clinico e progressao clinica

Em areas em que existe uma circulagdo de outros arbovirus, como ZIKV, DENV e o
CHIKYV, o diagnoéstico desses virus com base apenas na sintomatologia apresentada pelo o

paciente torna-se um desafio uma vez que os sintomas sdo similares, dificultando assim, a
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implementagdo de um manejo terapéutico do paciente e o diagnostico confidvel através dos
médicos (AZEREDO et al., 2018; IOOS et al., 2014; MAGALHAES et al., 2017; PESSOA et
al., 2016). Entre os sintomas comumente associados a infeccdo por esses trés arbovirus
mencionados anteriormente destacam-se febre, mialgia, artralgia, exantema e dor retro-orbital
(AZEREDO et al., 2018). Além disso, a infec¢@o pelo o novo coronavirus pandémico, o SARS-
CoV-2, o agente etiologico da COVID-19 também pode resultar em sintomas similares aos
provocados por ZIKV, DENV e CHIKYV, especialmente durante a fase inicial da infec¢do (DA
SILVA et al., 2020; NACHER et al., 2020; SILVA; MAGALHAES; PENA, 2021). Dessa
forma, o diagndstico laboratorial assume um papel crucial para o diagndstico da infeccao
causada por arbovirus. Nos laboratdrios, o diagndstico da infeccdo causada pelo ZIKV e
CHIKYV pode ser realizado de forma indireta através da utilizagdo de métodos soroldgicos que
visam detectar os articorpos (IgM e IgG) circulantes ap6s a infec¢do nos pacientes, ou de forma
direta através dos métodos moleculares, cujo objetivo ¢ detectar o material genético do virus
durante o periodo de viremia.

A implementacdo da abordagem apropriada para o diagndstico da infec¢do pelo ZIKV
depende da fase de infeccdo, que ¢ dividida em fase aguda e fase convalescente. A fase aguda
¢ caracterizada pelos os estagios iniciais da infec¢@o quando as particulas virais estdo replicando
nas células infectadas e o hospedeiro apresenta viremia. Apds o inicio das primeiras
manifestagdes clinicas, geralmente ¢ observado uma resposta inicial a infeccdo com a producao
de anticorpos da classe IgM e essa reposta imune precoce também ¢ considerada parte da fase
aguda da infeccdo. Em contraste, a fase convalescente ocorre durante os estagios tardios da
infeccdo e ¢ caracterizada por uma resposta imune persistente com elevada producdo de
anticorpos da classe IgG (Figura 11) (CHARREL et al., 2016; MAEDA, 2013). De modo geral,
os métodos moleculares e os métodos sorologicos sdo utilizados para detectar o RNA viral e os
anticorpos IgM, respectivamente, durante a fase aguda da doenca logo apods o inicio dos
primeiros sintomas e, ao contrario disso, apenas os métodos soroldgicos sao empregados para

detectar os anticorpos IgG na fase convalescente da doenga.
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Figura 11 - Progressao clinica da infecg¢do causada pelo ZIKV.
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Legenda: A progressao clinica da infec¢do causada pelo ZIKV se inicia com um breve periodo de incubagdo do
virus. Na sequéncia, quando sintomaticos, os pacientes comecam a apresentar as manifestacdes associadas a
infecgdo. Logo apds o inicio dos primeiros sintomas, ¢ observada a viremia nos pacientes infectados e durante esse
momento os métodos moleculares devem ser empregados no diagnéstico a fim de detectar o RNA viral nas
amostras oriundas dos pacientes. Ainda durante o periodo de viremia, o sistema imune inicia uma resposta com a
producao de anticorpos da classe IgM e durante os estagios tardios da infeccdo ¢ observada uma elevada producao
de anticorpos da classe IgG.

Assim como para o ZIKV, a implementacdo da abordagem apropriada para o
diagnostico da infecgdo pelo CHIKV depende da progressdo clinica que ¢ apresentada pelo
paciente, que pode ser dividida nas fases agudas e cronicas, respectivamente. Apds a infecgdo,
o periodo de incubagdo geralmente dura em torno de 2 a 10 dias (Figura 12) (TANABE et al.,
2018). O inicio dos primeiros sintomas coincide com o periodo em que ocorre a viremia nos
pacientes, onde a carga viral pode alcangar rapidamente elevados niveis como 10°
copias/mililitro de sangue (WEAVER; LECUIT, 2015). A infec¢do aguda geralmente dura
aproximadamente | semana até que a viremia termine e, na sequéncia, ¢ observada uma resposta
inicial a infec¢@o com a producao de anticorpos das classes IgM e IgG (STAIKOWSKY et al.,
2009; THIBERVILLE et al., 2013). Os anticorpos da classe IgM sdo detectados 3-8 dias apos
o inicio dos primeiros sintomas e geralmente persistem por até¢ 3 meses (SUHRBIER; JAFFAR-
BANDJEE; GASQUE, 2012). Em contraste, os anticorpos da classe IgG sdo detectados 4—10
dias apos o inicio dos sintomas e podem persistir por anos, o que caracteriza a fase cronica da

doenga causada pelo CHIKV (SUHRBIER; JAFFAR-BANDIJEE; GASQUE, 2012).
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Figura 12 - Progressao clinica da infecg¢do causada pelo CHIKV.
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Legenda: A progressdo clinica da infec¢do causada pelo CHIKV se inicia com um periodo de incubagdo
geralmente dura em torno de 2 a 10 dias. Logo apos a infecgdo, ¢ observada a viremia nos pacientes infectados e
durante esse momento os métodos de detecgdo viral direta devem ser empregados no diagnostico a fim de detectar
as particulas virais presentes nas amostras oriundas dos pacientes, através do isolamento viral ou através da
utilizagdo dos métodos moleculares. Ainda durante o periodo de viremia, o sistema imune inicia uma resposta com
a produgdo de anticorpos da classe IgM e IgG. Os anticorpos da classe IgM sdo detectados 3-8 dias apds o inicio
dos primeiros sintomas e geralmente persistem por até 3 meses, enquanto os anticorpos da classe IgG sdo
detectados 410 dias apds o inicio dos sintomas e podem persistir por anos, o que caracteriza a fase cronica da
doenga.

2.8.2 Diagnostico laboratorial

2.8.2.1 Isolamento viral

O isolamento do ZIKV foi realizado inicialmente a partir de amostras oriundas de
primatas nao-humanos e mosquitos da espécie Aedes africanus, seguido de inoculacio
intracerebral em camundongos e o isolamento bem-sucedido a partir do filtrado cerebral dos
animais infectados (DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952). Posteriormente, o ZIKV foi isolado
a partir da inoculagdo em ovos embrionados de galinhas, sacos alantdicos e membrana
corioalantdica, bem como através do uso de linhagens celulares (DIGOUTTE et al., 1992;
TAYLOR, 1952). Apds o ZIKV reemergir nas ilhas do Pacifico em 2007 e esta associado com
o primeiro grande surto em seres humanos, novos relatos de isolamento viral a partir de
diferentes amostras biolodgicas humanas, como sangue, urina e sémen foram reportados (CAO-

LORMEAU et al., 2014; FONSECA et al., 2014; MUSSO et al., 2015).
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Atualmente, o método referéncia empregado para o isolamento do ZIKV ¢ através da
inoculagdo intracerebral em camundongos (DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952; DIGOUTTE
et al., 1992). Além disso, o ZIKV pode ser isolado a partir de varias linhagens celulares,
incluindo células C6/36 e células Vero (DIGOUTTE et al., 1992; HADDOW et al., 2012). Ao
contrario do ZIKV, o isolamento do CHIKV deve ser realizado usando amostras recolhidas
antes do oitavo dia de infeccdo (CUNHA; TRINTA, 2017; JOHNSON; RUSSELL;
GOODMAN, 2016). No geral, o CHIKV produz efeito citopatico em aproximadamente trés
dias apds a infeccdo, quando inoculado em varias linhagens celulares. As principais linhagens
empregadas para o isolamento viral sdo Vero, C6/36, BHK-21 e Hela. A confirmagdo do
isolamento do CHIKYV pode ser através da utilizagdo de técnicas como imunofluorescéncia,
RT-PCR ou RT-qPCR (CUNHA; TRINTA, 2017). Além disso, em muitos paises € necessario
um laboratério de biosseguranca nivel 3 (BSL-3) para a realizagdo do isolamento viral, o que
representa um gargalo. Embora o isolamento viral represente uma alternativa altamente
especifica para detectar o ZIKV e CHIKV, trata-se de um procedimento laborioso e que
necessita de mao de obra altamente especializada, o que limita de certa forma a sua aplicagao
para diagnosticar o ZIKV a partir de amostras de pacientes infectados. No entanto, ¢ importante
destacar que o isolamento viral tem sido amplamente empregado em laboratorios cientificos
para fins de pesquisas, particularmente devido ao fato que o isolamento possibilita conhecer e
determinar as caracteristicas fenotipicas do virus isolado (DONALD et al., 2016; ZHU et al.,
2020).

2.8.2.2 Métodos sorologicos

A detecgdo de anticorpos circulantes no organismo de pacientes infectados pelo o ZIKV
e CHIKYV pode ser realizada através da utilizacdo de diferentes ferramentas e técnicas, tais como
imuno-histoquimica, imunofluorescéncia, ensaio de imunoabsor¢do enzimatico (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay, ELISA), teste de neutraliza¢do por reducdo de placas (Plaque
Reduction Neutralization Test, PRNT) e através de ensaios de fluxo lateral (testes rapidos)
(Figura 13). Apo6s a infeccdo pelo ZIKV, a presenca de anticorpos de classe IgM ¢ observada,
podendo ser detectados 4 dias apds a inicio dos primeiros sintomas até 12 semanas, na fase de
convalescéncia. Na sequéncia, a resposta imune do hospedeiro produz anticorpos da classe IgG

logo ap6s a producdo de anticorpos IgM, o que caracteriza a fase convalescente da infecgao.
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Baseado nisso resultados recentes demonstraram que os niveis de anticorpos da classe IgG
podem permanecer elevados por pelo menos dois anos ap6s a infecgdo (ZHAO et al., 2019).

Durante a epidemia na Micronésia em 2007, o Centro de Controle e Prevengdo de
Doengas (Centers for Disease Control and Prevention - CDC) desenvolveu um ensaio
soroldgico baseado na técnica de ELISA para deteccdo de anticorpos da classe IgM a partir de
amostras de soro e fluido cerebroespinhal. Em ordem de esclarecer resultados inconclusivos ou
falso positivos para detec¢ao de anticorpos IgM a partir das amostras dos pacientes, o CDC
recomenda a confirmagdo através do ensaio PRNT, considerado o método padrao-ouro para o
diagnéstico diferencial de flavivirus decorrente da alta especificidade (CDC, 2019). Juntos,
ELISA e PRNT representam os ensaios soroldgicos empregados na linha de frente no
diagnéstico de pacientes infectados com o ZIKV. Entretanto, dada a emergéncia do ZIKV nas
Américas em meados de 2015 e 2016, houve uma mobilizagao da comunidade cientifica e de
empresas privadas em busca do desenvolvimento de testes rapidos para o diagndstico
soroldgico do ZIKV. No caso do CHIKYV, o diagnostico sorologico € facilitado pela diversidade
antigénica limitada do CHIKV e a ampla reatividade cruzada dos anticorpos induzidos em
resposta a diferentes cepas do virus (WEAVER; LECUIT, 2015).

Apesar de valiosa e oferecer uma janela de oportunidade mais ampla para o diagnostico
nos casos de infeccdo pelo ZIKV e CHIKV, os ensaios soroldgicos podem apresentar altos
indices de resultados falso-positivos devido as reagdes cruzadas com outros arbovirus,
especialmente com o virus da dengue (DENV) e o virus da encefalite japonesa (JEV) e sdo,
portanto, de valor limitado (LANCIOTTI et al., 2008; WAGGONER; PINSKY, 2016). A
possibilidade reacdes cruzadas através da utilizagdo dos ensaios sorologicos torna-se maior
particularmente em regides que apresentam a circulagdo de arbovirus, como ¢ caso do Brasil e
outros paises tropicais (MAGALHAES et al., 2017). Além disso, os ensaios soroldgicos
demandam um elevado custo e necessitam de equipamentos adequados e infraestrutura
especializada, o que associadas ao tempo necessario para liberagdo do resultado, limitam a
utilidade em larga escala no diagnostico de rotina, principalmente em éareas com poucos

recursos.
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Figura 13 - Representag@o esquematica dos principais ensaios sorologicos (ELISA, PRNT e testes rapidos)
empregados no diagnoéstico do ZIKV e CHIKV.
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Legenda: Testes sorologicos empregados para o diagnostico do ZIKV, incluindo o ensaio de imunoabsor¢do
enzimatica por captura de anticorpos IgM (MAC ELISA), o teste de neutralizagdo por redugdo de placa (PRNT) e
os ensaios de fluxo lateral (testes rapidos). Na técnica sorologica do MAC ELISA, a presenga de anticorpos IgM
produzidos em resposta a infec¢do sdo detectados (A). No PRNT, sdo realizadas diluigdes do soro do paciente
(1/10; 1/100; 1/1000) que posteriormente sdo misturadas com concentragdes fixas do virus previamente titulado.
Na sequéncia, essa mistura ¢ adicionada em monocamada de células confluentes. Anticorpos presentes em
amostras de pacientes infectados sdo capazes de neutralizar o virus, levando a uma redug@o do ntimero de placas
formadas. Com isso, ¢ possivel ter conhecimento se o paciente ja teve uma infecgdo prévia causada pelo ZIKV
(B). Nos testes rapidos, um pequeno volume de amostra (geralmente 20 uL para sangue total e 10 uL para
soro/plasma) sdo coletados e adicionados no cassete do teste rapido a fim de detectar anticorpos das classes I[gM
e/ou IgG. Apos cerca de 10-15 minutos, o resultado pode ser facilmente visualizado (C). C: Linha controle; T:
Linha teste; S: Local de adicionar a amostra do paciente.

2.8.3 Métodos moleculares para o diagnostico de arbovirus emergentes

Os ensaios moleculares visam detectar a presenca do RNA viral nas amostras biologicas
oriundas dos pacientes. Atualmente, a transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia da
polimerase quantitativa (RT-qPCR) ¢ o método padrdo-ouro para o diagndstico molecular do
ZIKV e CHIKV em amostras humanas (FAYE; DIALLO; DIALLO; WEIDMANN et al., 2013;
WAGGONER; PINSKY, 2016). No entanto, desde a emergéncia desses arbovirus na América
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Latina, inumeras outras plataformas moleculares foram desenvolvidas, adaptadas e
redirecionadas para diagnosticar ZIKV e CHIKV como: LAMP, biossensores moleculares,
NASBA (Nucleic Acid Sequence-Based Amplification), SIBA (Strand Invasion Based
Amplification) e RPA (Recombinase Polymerase Amplification) (EBOIGBODIN et al., 2016;
HERRADA et al., 2018; LOPEZ-JIMENA et al., 2018; PARDEE et al., 2016; SILVA;
PARDEE; PENA, 2019).

2.8.3.1 RT-gPCR

A RT-qPCR ¢ uma técnica molecular que apresenta elevada sensibilidade,
especificidade e velocidade (Figura 14). Devido a essas vantagens, a RT-qPCR tem sido
aplicada para o diagnostico de intimeros patdgenos incluindo bactérias, fungos e virus,
incluindo ZIKV, DENV e CHIKV. Durante a primeira grande epidemia provocada pelo ZIKV
na Ilha de Yap em 2007, Lanciotti et al. (2008) desenvolveu um ensaio baseado na técnica de
RT-qPCR para auxiliar no diagnostico dos pacientes infectados, sendo capaz de detectar até 25
cOpias genomicas e até o presente momento tem sido empregado como protocolo referéncia
para o diagndstico molecular do ZIKV (LANCIOTTI et al., 2008). Na sequéncia, Faye et al.
desenvolveu outro protocolo de alta performance baseado na técnica de RT-qPCR para a
detec¢dao do ZIKV (FAYE et al., 2013). Assim como para o ZIKV, Lanciotti et al. (2007)
também desenvolveu um protocolo baseado na técnica de RT-qPCR para o diagnostico do
CHIKYV em amostras clinicas (LANCIOTTI et al., 2007), que atualmente ¢ empregado como
protocolo padrdo-ouro.

Desde entdo, muitos testes foram desenvolvidos in house com base na técnica de RT-
qPCR, incluindo a otimizacao de ensaios multiplex para a detec¢do simultdnea de ZIKV, DENV
e CHIKYV. Nesse contexto, o CDC desenvolveu um ensaio Trioplex baseado na RT-qPCR que
possibilita a deteccdo do ZIKV, DENV e CHIKV em um unico ensaio, sendo capaz de detectar
10° copias do genoma/mL de cada virus (SANTIAGO et al., 2018). Em outro estudo, foi
desenvolvido um ensaio de RT-qPCR para a detec¢@o simultanea de quatro arbovirus incluindo
ZIKV, DENV, CHIKV e YFV (WU et al., 2018). Entretanto, o maior desafio no que se refere
ao desenvolvimento de ensaios multiplex ¢ referente a perda de sensibilidade quando
comparado aos ensaios monoplex para cada virus individualmente.

Embora a RT-qPCR possua alto desempenho que justifique a sua utilizagdo na rotina

laboratorial para o diagndstico de arboviroses, outras preocupagdes surgem a partir do custo
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elevado que ¢ necessario para a sua execug¢do. A RT-qPCR envolve equipamentos caros e
sofisticados para amplificacdo e detec¢do do genoma viral, além de necessitar de recurso
humano altamente especializado. Além disso, o procedimento padrdo para testagem das
amostras oriundas dos pacientes exige a extragdo do RNA. Procedimento esse que ¢ oneroso
para a realidade da maioria dos paises em desenvolvimento, como ¢ o caso do Brasil. Em
conjunto, esses fatores limitam de sobremaneira a capacidade de diagndstico laboratorial,

promovendo assim, a centralizagdo do diagnoéstico através de laboratdrios referéncias.

Figura 14 - Representagdo esquematica da RT-qPCR utilizada para o diagnostico molecular do ZIKV e CHIKV.
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Legenda: A RT-qPCR ¢ técnica referéncia para a detecgdo molecular do ZIKV em amostras de pacientes e
amostras de mosquitos. Similar ao que ocorre na PCR convencional, a RT-qPCR possui varias etapas incluindo:
1) Iniciagdo, 2) Desnaturagdo, 3) Anelamento dos primers/sonda e 4) Extensdo. O protocolo utilizado para o
diagnostico do ZIKV ¢ one-step utilizando o sistema de TagMan ao invés de SYBR, o que possibilita que a etapa
de RT ocorra e, logo em seguida, ocorra os ciclos de desnaturacdo e extensdo na mesma reacao. Essa caracteristica
acelera a liberagdo do resultado da reagao. Inicialmente, ¢ realizada a extracdo do RNA da amostra. Outro ponto-
chave da RT-qPCR ¢ a utilizagdo de sondas, o que aumenta a especificidade e sensibilidade do ensaio. As rea¢des
ocorreram em plataformas de PCR em Tempo Real sob temperaturas previamente estabelecidas por Lanciottti et
al. (2008) e o RNA viral foi amplificado ¢ identificado com base na fluorescéncia emitida durante a reagao.
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2.8.3.2 RT-LAMP

A técnica de amplificacdo isotérmica mediada por alca (Loop-mediated isothermal
amplification — LAMP) descrita inicialmente por Notomi et al. (2000) tem demonstrado
potencial de aplicacdo em inumeras areas, bem como para diagnosticar inimeros patégenos
(NOTOMI et al., 2000). Trata-se de uma técnica simples e pratica que permite a amplificagao
rapida e precisa de alvos de acido nucleico (DNA ou RNA) em temperatura isotérmica
(NOTOMI et al., 2000). A técnica RT-LAMP apresenta muitas vantagens quando comparada
a outros métodos moleculares incluindo rapidez, baixo custo, alta sensibilidade, alta
especificidade e praticidade na visualizacdo dos resultados através da utilizagao de intercalantes
de DNA (NEMOTO et al., 2010). Além disso, ¢ importante destacar que a incubagdo em
temperatura isotérmica permite que as reagdes do LAMP sejam realizadas diretamente no
campo, na auséncia de equipamentos caros e sofisticados, o que tem atraido muita atencdo e
interesse para utilizagdo desta técnica (NOTOMI et al., 2015).

Desde a sua primeira descricdo, o LAMP sofreu muitas adaptacdes e foi colocado em
pratica para a detec¢do de patdogenos em amostras que variam de animais, plantas, mosquitos e
humanos (DAO THI et al., 2020; LAMB et al., 2020; NOTOMI et al., 2015; SILVA et al.,
2019). Alguns destaques das adaptacdes do LAMP incluem LAMP multiplex, LAMP
eletroquimico e LAMP baseado em disco (SALINAS; LITTLE, 2012; SANTIAGO-FELIPE et
al.,2016; WONG et al., 2018). Para virus que possuem o material genético constituido de RNA,
como ZIKV, DENV e CHIKYV, ¢ necessario realizar uma reacao de transcri¢ao reversa LAMP
(RT-LAMP) que inclui as enzimas que primeiro convertem RNA - DNA inicialmente durante
areacdo do LAMP e, na sequéncia, uma DNA polimerase amplifica a regido alvo a menos que
uma enzima com atividade conjunta de transcriptase reversa e DNA polimerase seja empregada
(SILVA et al., 2019; SILVA; PARDEE; PENA, 2019).

O mecanismo de funcionamento da reagdo LAMP usualmente emprega um conjunto de
quatro ou seis primers diferentes, que se ligam especificamente a regides do gene alvo (Figura
15) NOTOMI et al., 2000). Os conjuntos de primers para o ensaio LAMP incluem dois primers
externos (F3 e B3), dois primers internos (FIP e BIP) e dois outros primers projetados para
acelerar a amplificagdo, incluindo os primers de “loop” (LF e LB). A utilizagdo deste conjunto
de seis primers aumenta a especificidade da reacdo e a0 mesmo tempo melhora a sensibilidade
do ensaio (BOEHME et al., 2007). Apo6s o desenho dos primers, o ensaio LAMP pode ser
realizado com fontes de incubag@o simples e prontamente disponiveis, como banho-maria ou

bloco de aquecimento para aquecimento isotérmico (NEMOTO et al., 2010).
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Figura 15 - Mecanismo de funcionamento da técnica LAMP.
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Legenda: Durante os estagios iniciais da reagdo LAMP, os primers internos (FIP ou BIP) se anelam dentro da
regido alvo no genoma. Os primers externos (F3 ou B3) entdo hibridizam no alvo e inicia a formagdo de
estruturas em /oop de auto-hibridizacao pela invasao da fita. Isto resulta na formagao de um DNA em forma de
haltere, que se torna um ponto de partida para a amplificagdo exponencial. A adi¢ao dos primers do loop

(LF e LB) podem acelerar o processo da reagao.
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O ensaio RT-LAMP pode ser realizado empregando um protocolo de uma ou de duas
etapas a partir de diferentes matrizes da amostra, incluindo soro, urina, saliva, sémen e
macerado de mosquitos. O uso da Bst 2.0 DNA polimerase, Bst 3.0 DNA polimerase ou
OmniAmp DNA polimerase permite que o ensaio seja executado em um protocolo de uma
unica etapa (CHANDER et al., 2014; CHOTIWAN et al., 2017; SILVA; PARDEE; PENA,
2019). Essas enzimas possuem atividades de transcriptase reversa (RT) e DNA polimerase em
uma temperatura isotérmica (50 - 72 © C) e, portanto, podem ser utilizadas para a detec¢@o direta
de alvos que possuem o material genético constituido de DNA ou RNA. Além disso, essas
enzimas sdo capazes de manter suas atividades mesmo na presenga de inibidores de reagdo, o
que permite que a reagdo seja realizada diretamente no campo sem a necessidade de extrair o
material genético das amostras (LEE et al., 2016; TIAN et al., 2016). Isto ¢ importante
especialmente para a detec¢do do alvo viral em matrizes complexas que sdo caracterizadas por
possuirem altas concentragdes de inibidores de reacio (BECKMANN; FALLON, 2012). Com
base nesta vantagem, varios ensaios RT-LAMP de uma etapa foram desenvolvidos para a
deteccao molecular do ZIKV (LAMB et al., 2018; SILVA et al., 2019).

Em contraste, o protocolo RT-LAMP de duas etapas requer a adi¢do de uma enzima RT
junto com a DNA polimerase. A utilizagdo do protocolo RT-LAMP de duas etapas para detectar
ZIKV foi descrito por varios grupos (CALVERT et al., 2017; KUROSAKI et al., 2017;
YAREN et al., 2017). Entretanto, o protocolo de duas etapas apresenta algumas desvantagens
que o torna menos pratico do que o protocolo de uma etapa. O protocolo de duas etapas ¢ mais
caro, requer tempos mais longos, incluindo amostras mais etapas de manuseio das amostras e
dos reagentes, o que aumenta a probabilidade de erro e contaminagdo (SILVA et al., 2019). Em
conjunto, esses aspectos limitam o uso pratico do protocolo de RT-LAMP de duas etapas para
aplicagdes de diagnostico do tipo POC.

Desde a emergéncia do ZIKV e CHIKV nas Américas nos ultimos anos, varios
protocolos baseados na técnica do LAMP foram desenvolvidos para o diagndstico molecular
destes arbovirus emergentes (HAYASHIDA et al., 2019; LOPEZ-JIMENA et al., 2018;
SILVA; PARDEE; PENA, 2019) (Quadros 2 ¢ 3). No entanto, a maioria dos protocolos
reportados até o presente momento de RT-LAMP necessitam de equipamentos sofisticados para
a deteccao e amplifica¢do do ZIKV, o que limita sua aplicabilidade em areas remotas ou regides

com poucos recursos € baixa infraestrutura laboratorial, como ¢ o caso do Brasil.
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Quadro 2 - Ensaios baseados no LAMP para detec¢do do ZIKV.

Modo de Limite de Tipo de amostra Regido de Necessidade Referéncia
detec¢io detec¢io empregada anelamento de extracio
(LoD) dos primers do RNA
Através doolho 5 PFU/mL Saliva Proteina E Sim (SONG et al.,
nu com o auxilio artificialmente 2016)
do leuco cristal infectada
violeta
Susceptometro 1 aM Soro humano NS5 ~ (TIAN et al,
AC portatil experimentalmente 2016)
infectado com
oligonucleotideos
sintéticos do ZIKV
Monitoramento 0.02 PFU/mL  Saliva, urina e soro NSI Sim (WANG et al,
da turbidez e por infectados 2016)
olho nu com a artificialmente
utilizacdo da
calceina
Através de um 1 coépia de Sangue humano Proteina E Nao (LEE et al,
ensaio de fluxo RNA infectado 2016)
lateral (LFA) artificialmente
Monitoramento 14,5 Amostras de soro e Proteina E Sim (KUROSAKI et
da fluorescéncia TCIDso/mL urina obtidas de al., 2017)
através do pacientes. Soro e
acoplamento urina  infectados
com uma artificialmente
maquina de PCR
em Tempo Real
Deteccao da 10° PFU/mL Sangue, urina e NS5 Sim (PRIYE et al,
fluorescéncia saliva infectados 2017)
através do uso de artificialmente
um smartphone
Monitoramento ~ 0,71 PFU/ Urina, saliva, NS5 Sim (YAREN et al.,
da fluorescéncia RNAs plasma e amostras 2017)
através de uma equivalentes de mosquito
plataforma  de infectados
PCR em Tempo artificialmente
Real e através do
olho nu
Deteccdo através 1.2 copias de Urina e  soro Proteina E Sim (CALVERT et
do olho nu RNA/uL obtidos de al., 2017)
pacientes
Detecgdo da 1,56° Sangue NS1 Sim (GANGULI et
fluorescéncia PFU/mL artificialmente al.,2017)
através do uso de infectado
um smartphone
Monitoramento 0,05 PFU/mL  Soro, plasma e NS2A Nao (CHOTIWAN et
da fluorescéncia sémen. Além de al., 2017)
com uma sangue,  plasma,
maquina de PCR saliva, urina e

em Tempo Real e

sémen e amostras
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através do olho de Aedes
nu experimentalmente

infectados
Monitoramento 2,2.103 Saliva e urina Capsideo Sim (CASTRO et al.,
da fluorescéncia copias de obtidas de 2018)
com uma RNA/mL pacientes. Além de
maquina de PCR saliva e wurina
em Tempo Real infectadas

artificialmente
Detecgdo através 1 copia do Urina obtida de NS5 Nao (LAMB et al,
do olho nu coma genoma/rxn pacientes. Além de 2018)
utilizacdo do amostras de Aedes
SYBR experimentalmente

infectadas
Deteccdo da 1 copia/pL Plasma e wurina NS5 Sim (KAARIJ;
fluorescéncia infectados AKARAPIPAD;
através do uso de artificialmente YOON, 2018)
um smartphone
Monitoramento 2.10* copias Saliva infectada Capsideo Sim (SABALZA et
da fluorescéncia de RNA/mL  artificialmente al., 2018)
e através de dot-
blot
Monitoramento 3,3 ng/uL RNA viral NS5 Sim (GUO et al,
da fluorescéncia 2018)
com uma
maquina de PCR
em Tempo Real
Monitoramento 0.5x10°° Plasmideos NS5 /Proteina ~ (ZHAO; FENG,
da turbidez e por pmol/pul recombinantes E 2018)
olho nu com a (NS5) / contendo o gene da
utilizagdo da 1.12x10" NS5 gene ou da
calceina pmol/pl proteina E

(Proteina E)

Detecgdo através 10 copias de  Soro de pacientes NS5 Nao (NEVES
do olhonucoma RNA ESTRELA et al.,
utilizagdo do 2019)
SYBR
Deteccdo através 107 PFU Mosquitos dedes ¢ Proteina E Nao (SILVA et al,
do olho nu com a Culex 2019)
utilizagdo do experimentalmente
SYBR e naturalmente

infectados
Monitoramento 3.73 copias Soro, urina e saliva Jungdo NS2A-  Sim (TEOH et al,
da turbidez de RNA experimentalmente  NS3 2020)

infectados

Fonte: O autor.
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Quadro 3 - Ensaios baseados no LAMP para detec¢do do CHIKV.

detecgdo através
do olho nu com a
utilizacdo do
azul de hidroxi-
naftol

infectados. Além
de soro humano
experimentalmente
infectado

Modo de Limite de Tipo de amostra  Regido de Necessidade Referéncia
detec¢io detec¢io empregada anelamento de extracio
(LoD) dos primers do RNA

Detecgdo através 2 x 10! Soro de pacientes ~ El Sim (PARIDA et al.,

doolhonucoma copias 2007)

utilizacdo do

SYBR

Monitoramento 37.8 copias Urina e plasma nSP2 Nao (YAREN et al.,

da fluorescéncia obtidas de 2017)

com uma pacientes e

maquina de PCR macerado de

em Tempo Real mosquitos Aedes

Monitoramento 163 Soro de pacientes ~ 6K-El Sim (LOPEZ-

da fluorescéncia  moléculas JIMENA et al.,
2018)

Monitoramento ~ Soro de pacientes ~ El Sim (HAYASHIDA

da fluorescéncia e sangue etal.,2019)

através de um experimentalmente

detector de LED infectado

e

sequenciamento

das amostras

através do

MinlON

Monitoramento 8 PFU Soro e sangue de El Nao (SAECHUE et

da turbidez e camundongos al., 2020)

Fonte: O autor.



62

2.8.4.3 Biossensores

Desde a emergéncia de inumeros arbovirus no Brasil, varios grupos de pesquisa
desenvolveram plataformas alternativas de detec¢do baseadas em sensores para o
diagnéstico do ZIKV e CHIKV a fim de oferecer resultados rapidos e precisos e ao
mesmo tempo reduzir a necessidade de equipamentos sofisticados para realizagdo do
ensaio. Essas caracteristicas sdo cruciais, tendo em vista que identificagdo e confirmacao
precisa destes arbovirus emergentes diretamente logo apos a coleta das amostras dos
pacientes ¢ um passo critico para minimizar a propagac¢ao e facilitar o manejo clinico dos
pacientes infectados, especialmente gestantes, no caso da infeccdo causada pelo ZIKV
(NICOLINI; MCCRACKEN; YOON, 2017).

No que se refere a aplicagdo dos sensores para o diagnostico rapido das infecgdes
provocadas por arboviurs emergentes, pode-se ressaltar a utilidade dos genossensores,
imunossensores ¢ mais recentemente foi descrita a utilidade dos ribossensores. Nos
ultimos anos, alguns trabalhos reportaram o desenvolvimento de sensores para o
diagnéstico molecular e sorologico do ZIKV e CHIKV baseado em varias estratégias e
mecanismos diferentes (AFSAHI et al, 2018; FARIA; MAZON, 2019; FARIA;
ZUCOLOTTO, 2019; KHRISTUNOVA et al., 2020; NASRIN et al., 2021; PARDEE et
al.,2016; SINGHAL et al., 2018; TIAN et al., 2018). De forma geral, grande parte dos
avancos realizados na 4area dos sensores ¢ proveniente de tecnologias previamente
desenvolvidas para outros patogenos e, posteriormente, foram adaptadas e redirecionadas
para a detec¢do do ZIKV e CHIKV.

Neste contexto, Pardee et al. (2016) desenvolveu uma ferramenta de diagndstico
do tipo POC utilizando uma tecnologia livre de células, que permite o uso de genes
sintéticos no campo (GREEN et al., 2014; PARDEE et al., 2014; PARDEE et al., 2016).
Os ribossensores de RNA programaveis chamados de “toehold switches” sdo capazes de
detectar o ZIKV de forma rapida e com alta especificidade e sensibilidade, onde o
resultado pode ser facilmente analisado através do olho nu com base na mudanga de cor
da reacdo na auséncia de equipamentos caros, possibilitando assim, a utilizagdo da
plataforma diagndstica em d4reas remotas € com poucos recursos laboratoriais.
Inicialmente, Pardee et al. desenvolveu os ribossensores em resposta a ameaca global

provocado pelo virus Ebola no continente em 2014 e, ap6s a emergéncia do Zika nas
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Américas, a plataforma foi adaptada para a detec¢do do mesmo (PARDEE et al., 2014;
PARDEE et al., 2016). Recentemente, a tecnologia foi aplicada para a detec¢ao do SARS-
CoV-2, o agente etiologico da COVID-19 (AMALFITANO et al., 2021).

Os biossensores desenvolvidos por Pardee et al. funcionam como ribossensores
sintéticos programdveis capazes de regular a transcri¢do e traducdo da enzima LacZ
mediante a hibridizag¢ao entre 0 RNA gatilho e sequéncias complementares presentes nos
sensores. Os interruptores “switchs” assumem uma estrutura de hairpin que bloqueiam a
traducdo da enzima LacZ devido ao sequestro do cddon de iniciagdo e do sitio de ligagao
ao ribossomo (RBS), inibindo assim, a transcri¢do e traducdo da enzima LacZ. Apos a
hibridizacdo entre o RNA gatilho “#rigger” e o interruptor, como resultado, ocorre o
disparo da transcri¢do e tradu¢do da enzima LacZ que € expressa e converte o seu
substrato, o clorofenol vermelho-B-D-galactopiranosideo (naturalmente amarelo) a um
produto com a cor roxa (clorofenol vermelho), o que caracteriza uma amostra positiva.
Assim, apds o término do tempo de incubagdo em temperatura isotérmica, as amostras
que apresentarem cor amarela sdo negativas, enquanto as amostras que apresentarem cor

roxa sdo positivas (Figura 16).
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Figura 16 - Mecanismo de funcionamento dos ribossensores moleculares.
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Fonte: Pardee ef al. (2016, traducdo nossa).

Legenda: O RNA extraido a partir das amostras ¢ direcionado para reagdo NASBA a fim de aumentar a
quantidade no numero de copias da regido alvo do ZIKV e, consequentemente, facilitar a detec¢ao através
dos sensores. Ap6s a reagdo NASBA, o produto ¢ utilizado como template para a reagdo dos biossensores
moleculares do tipo “toehold switch”. Os ribossensores atuam regulando a transcrigdo e tradugdo da enzima
LacZ mediante a hibridizagdo entre o RNA gatilho ¢ sequéncias complementares presentes nos sensores.
Os interruptores “swifches” assumem uma estrutura de hairpin, inibindo assim, a tradugdo da enzima LacZ.
Ap6s a hibridizagdo entre o RNA gatilho “#rigger” e o interruptor, como resultado, ocorre o disparo da
tradugdo da enzima LacZ que posteriormente converte o seu substrato, o clorofenol vermelho-B-D-
galactopiranosideo (naturalmente amarelo) a um produto com a cor roxa (clorofenol vermelho), o que
caracteriza uma amostra positiva.

De acordo com o protétipo estabelecido para o virus Ebola e para o virus Zika, o
fluxograma para o desenvolvimento dos ribossensores ocorre em torno de cinco dias.
Apo6s o desenvolvimento, os sensores podem ser liofilizados e transportados até o local
de testagem em temperatura ambiente. Na sequéncia, os sensores podem ser empregados
para o diagnostico rapido do patdégeno em questdo. Juntas, essas vantagens possibilitam

que os sensores possam ser adaptados rapidamente para o diagnostico de qualquer
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patdégeno que seja considerado uma ameaca de satide publica (Figura 17) (PARDEE e¢
al.,2016).

Figura 17 - Fluxograma para o desenvolvimento de biossensores para o diagnostico rapido.
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Fonte: Pardee et al. (2016, traducdo nossa).

Legenda: Usando informagdes de sequéncia de bancos de dados online, os primers para amplificagdo
isotérmica do RNA e os ribossensores foram construidos in silico utilizando algoritmos especificos. Uma
vez sintetizados, os sensores podem ser montados e validados em menos de 7 horas. Em um dia, os sensores
validados podem ser incorporados em papel e liofilizados junto com um sistema de transcri¢do e tradugéo
livre de células para ser implantado no campo. Para o teste de diagnostico, o RNA extraido ¢ amplificado
isotermicamente via NASBA e usado para reidratar os sensores de papel liofilizado. A detec¢ao do RNA
apropriado ¢ indicada por uma mudanga de cor no disco de papel de amarelo para roxo.

2.9 Tratamento, prevencio e controle

Atualmente, o manejo terapéutico para combater as infec¢des causadas por ZIKV
e CHIKV ¢ mediado através da terapia de suporte e alivio dos sintomas provocados pela
doenga. Desde a emergéncia desses arbovirus no Brasil entre 2014 ¢ 2016, inimeros
trabalhos demonstraram potenciais drogas com atividade in vifro, embora até o momento
nenhuma tenha sido avaliada através de ensaios clinicos (BERNATCHEZ et al., 2020;
DE CARVALHO et al., 2017; MASMEJAN et al., 2018). A abordagem terapéutica
utilizada no tratamento de pacientes com a sindrome de Guillain-Barré associada a
infeccdo pelo ZIKV ¢ a mesma empregada para os pacientes que apresentam a sindrome
de Guillain-Barr¢ classica, cujo manejo terapéutico inclui a troca de plasma ou aplicagdo

de imunoglobulina intravenosa (ADEBANIJO et al., 2017).
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Dada a intima relagdo do ZIKV com a génese de malformagdes congénitas
observadas em neconatos, ¢ recomendada a realizacdo de exames laboratoriais ¢ de
imagem durante todo o periodo gestacional, especialmente para gestantes que foram
diagnosticadas laboratorialmente com a infec¢do pelo ZIKV. Adicionalmente, os recém-
nascidos devem ser monitorados por uma equipe multidisciplinar a fim de diagnosticar
qualquer complicagdo precocemente e facilitar a implementagdo de intervencdes
adequadas de forma rapida, quando forem necessarias (ADEBANIJO et al., 2017).

Dado o risco de transmissdo do ZIKV através do contato sexual, é recomendado
que homens que viajaram ou residem em paises com circulacdo ativa do ZIKV devem
manter relagdes sexuais com o uso de preservativos, principalmente se o parceiro for uma
gestante (DENES etal.,2019; OSTER et al., 2016). Resultados recentes revelaram que a
pratica da relagdo sexual de forma segura pode contribuir de forma significante a reducdo
do numero de casos de Zika (DENES et al., 2019).

Nos ultimos anos, a comunidade cientifica vem realizando esforgos consideraveis
para desenvolver vacinas contra o ZIKV e CHIKV. Cerca de dez vacinas diferentes
avancaram na fase 1 através de testes in vitro e in vivo € uma vacina iniciou a fase 2 com
os ensaios clinicos para o ZIKV, enquanto que inimeras plataformas vacinais também
estdo avancando (fases 1, 2 e 3) contra o CHIKV (ABBINK; STEPHENSON;
BAROUCH, 2018; FOLEGATTI et al., 2021; GAO; SONG; ZHANG, 2019; WILDER-
SMITH et al., 2018). No caso do ZIKV, o maior gargalo associado ao desenvolvimento
das vacinas esta sendo a diminui¢do do niimero de casos de Zika desde a tltima epidemia,
o que pode impactar diretamente na execu¢ao dos ensaios clinicos das vacinas durante as
fases 2 ¢ 3 (VANNICE et al., 2019; WILDER-SMITH et al., 2018). Dada a falta de
vacinas e antivirais atualmente disponiveis contra a infec¢do pelo ZIKV e CHIKYV,
medidas voltadas para o controle do mosquito vetor ainda permanecem como a estratégia
mais eficaz de limitar a propagacdo de arbovirus e, consequentemente, reduzir o risco de

surgimento de novos surtos e epidemias (WEAVER et al., 2018).
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3 JUSTIFICATIVA

A emergéncia de arbovirus nas Américas, incluindo ZIKV e CHIKYV, tém
acarretado implicagdes sérias para o servico de saude dos paises onde esses virus sdo
endémicos, como ¢ o caso do Brasil. Clinicamente, ¢ muito dificil diagnosticar a infec¢ao
causada por arbovirus, especialmente em paises onde hd a circulagdo simultanea de outros
patogenos como ZIKV, DENV e CHIKV (DA SILVA et al, 2020; SILVA;
MAGALHAES; PENA, 2021). Dessa forma, o diagndstico laboratorial apresenta papel
crucial para a tomada de decisdo dos profissionais de satide e, consequentemente, para
melhorar o manejo terapéutico dos pacientes infectados.

Embora os ensaios sorolégicos e moleculares sejam utilizados com maior
frequéncia na rotina laboratorial para o diagndstico do ZIKV e CHIKV através da
utilizagdo de laboratérios centralizados, ainda permanece a necessidade do
desenvolvimento de novas plataformas e protocolos de diagnostico do tipo POC que
possam ser utilizados para identificar e confirmar a infeccdo dos individuos infectados
com o ZIKV e CHIKV de forma rapida, simples e pratica diretamente no campo, logo
apos a coleta da amostra. Além disso, as técnicas atualmente utilizadas para o diagnostico
do ZIKV a partir de amostras de pacientes apresentam elevado custo e necessitam de
infraestrutura laboratorial para identificagdo do agente etiologico, o que limita de
sobremaneira a capacidade de diagndstico laboratorial para atender a demanda hospitalar.

Assim, o desenvolvimento e validacdo de novas ferramentas e protocolos de
diagnostico do tipo POC irdo auxiliar de forma direta a sociedade e os profissionais de
saude, além de promover a descentralizacdo do diagnostico e estabelecer melhores
estratégias para o enfrentamento de arbovirus emergentes no Brasil como ZIKV e

CHIKV.
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4 PERGUNTA CONDUTORA

O RT-LAMP e os biossensores moleculares do tipo “foehold switch” sdo
plataformas moleculares de baixo custo sensiveis, especificas e eficientes para o

diagnostico de arbovirus emergentes em amostras clinicas?
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5 HIPOTESE

O RT-LAMP e os biossensores moleculares do tipo “foehold switch” sao
plataformas moleculares de baixo custo sensiveis, especificas e eficientes para o

diagnostico de arbovirus emergentes em amostras clinicas.
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6 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e validar plataformas do tipo “Point-of-Care” para o diagnostico

molecular de arbovirus emergentes

6.1 Objetivos especificos

a)

b)

c)

d)

)

h)

Avaliar a especificidade analitica do RT-LAMP e dos biossensores moleculares
do tipo “foehold switch” para detec¢ao do ZIKV;

Determinar a sensibilidade analitica do RT-LAMP e dos biossensores moleculares
do tipo “foehold switch” para detec¢do do ZIKV;

Desenvolver e padronizar a técnica de RT-LAMP para a deteccdo do CHIKV em
amostras bioldgicas humanas e de mosquitos Aedes aegypti naturalmente
infectadas;

Avaliar a especificidade analitica do RT-LAMP e dos biossensores moleculares
do tipo “foehold switch” para detec¢do do CHIKV;

Determinar a sensibilidade analitica do RT-LAMP e dos biossensores moleculares
do tipo “foehold switch” para detec¢ao do CHIKV;

Comparar a sensibilidade e especificidade clinica do RT-LAMP com a RT-qPCR
para a detec¢do de ZIKV em amostras de pacientes;

Comparar a sensibilidade e especificidade clinica dos biossensores moleculares
do tipo “toehold switch” com a RT-qPCR para a detec¢do do ZIKV em amostras
de pacientes;

Comparar a sensibilidade e especificidade clinica dos biossensores moleculares
do tipo “foehold switch” com a RT-qPCR para a detec¢do do CHIKV em amostras
de pacientes;

Desenvolver e validar um método alternativo de extragdo do RNA acoplado a

técnica de RT-qPCR para a detecgao do ZIKV em amostras clinicas;
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7 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

O presente topico descreve todos os métodos utilizados na execugdo deste
trabalho. Neste espago ¢ descrito as células e virus utilizados; extracdo de RNA; titulagao
viral por ensaio de placa; RT-LAMP; biossensores moleculares; RT-qPCR; detec¢do do
ZIKV e CHIKV em amostras bioldgicas humanas sob condigdes controladas; avaliagao
da especificidade analitica do RT-LAMP e dos biossensores moleculares do tipo “toehold
switch”; avaliagdo da sensibilidade analitica do RT-LAMP e dos biossensores
moleculares do tipo “toehold switch”; validagdo do RT-LAMP e dos biossensores
moleculares do tipo “foehold switch”; sequenciamento dos amplicons obtidos no ensaio

RT-LAMP; consideragdes éticas e andlise estatistica.

7.1 Células e virus

Para a produgdo do estoque de todos os virus foram cultivadas células Vero
(células primarias de rins de macaco verde africano) mantidas em meio de Dulbecco’s
Modified Eagles’s Medium (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal inativado
(SFB) (Gibco), 100 U/mL de penicilina/estreptomicina (Gibco) e 2 mM de L-glutamina
(Gibco) em condigdes de 37°C e 5% de CO,. Para a realizagdo de todos os experimentos,
foi utilizada a cepa do ZIKV PE243 como referéncia. A cepa PE243 foi isolada de um
paciente com sinais classicos de doenga exantematica causada por arboviroses, porém
sem sinais neurologicos. Essa cepa foi gentilmente cedida pela Dr* Marli Tendrio
(Fiocruz, PE). Apds o rendimento viral, o estoque foi titulado em células Vero por ensaio
de placa e possui o titulo de 1,0 x 107 unidades formadoras de placa por mililitro de
sobrenadante celular (PFU/mL) e, posteriormente, armazenado a -80°C até o momento
do uso. Além disso, a cepa africana do ZIKV (MR-766) foi gentilmente cedida pela Dr*
Laura Gil (Fiocruz, PE) e propagada em células Vero para utilizacdo em partes dos
ensaios com o intuito de avaliar a especificidade analitica.

Outros arbovirus, incluindo YFV (17DD), DENV-1 (PE / 97-42735), DENV-2
(PE / 95-3808), DENV-3 (PE / 02-95016), DENV-4 (PE / 10-0081) e CHIKV (PE2016-
480) e foram adquiridos da Cole¢do de Virus do Departamento de Virologia da
Fiocruz/PE. Os estoques virais também foram produzidos em células Vero e os

sobrenadantes celulares foram usados para avaliar a especificidade analitica do ensaio



72

RT-LAMP e dos biossensores moleculares. Com excecdo do YFV (17DD), que ¢ uma
cepa vacinal, o virus Mayaro, cedido gentilmente Dr* Roberta Bronzoni (Universidade
Federal do Mato Grosso - UFMT, Campus Sinop, MT) e a cepa africana do ZIKV
(MR766), todos os outros virus foram isolados a partir de amostras de pacientes coletadas

no estado de Pernambuco, Brasil.

7.2 Extracio de RNA

7.2.1 Extragdo de RNA por kit

O RNA total das amostras foi extraido utilizando-se o kit de extragdo QIAamp
Viral RNA Mini Kit (QIAGEN, Alemanha), de acordo com as recomendagdes do
fabricante. Para tanto, 140uL. de amostra incluindo soro, urina, saliva e sémen foi
utilizado para extragcdo conforme as instrugdes do fabricante. Ao final da extragdo, o RNA
total foi eluido em um volume de 60uL em seguida estocado em freezer -80°C até a

realizacdo dos ensaios moleculares.

7.2.2 Extragao de RNA por fervura

Inicialmente, o método de fervura das amostras foi padronizado com o objetivo
de avaliar a melhor combinagao entre tempo e temperatura. Para tanto, o sobrenadante de
cultura contendo particulas do ZIKV foi aquecido no termociclador Veriti 96-well
Thermal Cycle (Applied Biosystems) sob temperaturas (55°C, 65°C, 75°C, 85°C e 95°C)
e o tempo de incubagdo (5 min, 15 min, 30 min e 60 min). Em seguida, o produto obtido
do tratamento térmico foi estocado utilizado para realizagdo dos ensaios moleculares. O
efeito do tratamento térmico sobre as particulas infecciosas do ZIKV contidas no
sobrenadante de cultura também foi avaliado utilizando ensaio de placa conforme

metodologia descrita na se¢do abaixo.

7.3 Titulacao viral por ensaio de placa

A titulagdo viral foi realizada em placas de 24 pogos previamente semeadas com
200.000 células/pogo e incubadas por 24 h a 37°C e 5% CO,. Em seguida, foram
preparadas dilui¢des seriadas 1:10 do ZIKV PE243 em meio DMEM sem SFB. O meio
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de cultivo foi removido e 100 puL de cada diluigdo viral foram inoculados em triplicata.
A placa com as dilui¢des do virus foi incubada por 1 h com agita¢cdes em intervalos de 15
min para melhor distribuir o indculo. Em seguida, os indculos foram removidos e
adicionou-se 1 mL de meio semissolido DMEM com 2.5% de carboximetilcelulose
(CMC) e 2,5% SFB. Apds incubagdo realizada durante 5 dias, o meio foi removido e as
células foram fixadas por 1 h com formalina 10% diluida em PBS e coradas com cristal
violeta 2% para contagem de placas de lise. O calculo da concentracdo de particulas virais
utilizou o nimero de placas de lise provocadas pelo ZIKV multiplicado pelo inverso da
dilui¢do usada no inéculo. O resultado foi ainda multiplicado pelo inverso da fragdo de
mililitro que foi utilizada e expresso em PFU mL™!, conforme demonstrado na formula

representada abaixo.

7.4 RT-LAMP

As reagdes do RT-LAMP foram realizadas em triplicata conforme o protocolo
estabelecido por Silva et al (2019) (SILVA et al., 2019). As reagdes de amplificacdo
foram realizadas em um volume total de 25 pL contendo 4 U de Bst DNA polimerase
(versdo 3.0 WarmStart; New England Biolabs [NEB]), 2,5 uL do tampao de amplificacdo
isotérmica 1X, 8 mM de MgSO0O4, 1,8 mM de trifosfatos de desoxinucleotideos (ANTPs)
(ThermoFisher Scientific), 0.2 uM de F3, 0.2 uM de B3, 1.6 uM de FIP, 1.6 uM de BIP,
0.4 uM de LF, 0.4 uM de LB e 5 pL da amostra (controle sem molde (NTC), RNA
extraido ou amostras sem extracdo de RNA). Estes primers foram reportados previamente
e se anelam na regido gendmica que corresponde a proteina E no genoma do ZIKV
(SONG et al., 2016) (Quadro 2). Na sequéncia, as reagdes foram incubadas a 72°C
durante 40 minutos em um termobloco e em seguida foram inativadas a 80°C durante 5
minutos. A fim de visualizar os resultados e evitar possiveis problemas de contaminagao,
1 uL de SYBR Green I (ThermoFisher Scientific) diluido em agua livre de RNAse
(Invitrogen) na proporcao de 1:10 foi inserido no centro das tampas do tubo de reagdo
antes mesmo do periodo de incubagdo. Apos o término da incubagdo, os tubos de reagdo
foram levemente invertidos a fim de misturar o SYBR contido na tampa com a amostra
e, posteriormente, visualizagdo do resultado.

Dado o sucesso do ensaio RT-LAMP para o diagnostico do ZIKV, foi possivel

avaliar a versatilidade do RT-LAMP para outro arbovirus emergente na América Latina.
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Para a proxima demonstracdo diagnostica, foi escolhido o CHIKV, que apresenta sinais
clinicos que se sobrepdem aos causados pelo ZIKV. Inicialmente, o ensaio RT-LAMP
para a detec¢do do CHIKV foi otimizado baseado no protocolo do RT-LAMP para
detec¢do do ZIKV como modelo, conforme estabelecido por Silva et al (2019) (SILVA
et al., 2019). Apos a otimizagdo de todas as condigdes do ensaio RT-LAMP, as reacdes
de amplificagdo foram realizadas em termobloco contendo um volume total de 25 pL
contendo 4 U de Bst DNA polimerase (versdao 3.0 WarmStart; New England Biolabs
[NEB]), 2,5 uL. do tampao de amplificacdo isotérmica 1X, 8 mM de MgSO4, 1,8 mM de
trifosfatos de desoxinucleotideos (ANTPs) (ThermoFisher Scientific), 0.2 uM de F3, 0.2
uM de B3, 1.6 uM de FIP, 1.6 uM de BIP, 0.4 uM de LF, 0.4 uM de LB e 5 puL da amostra
por 30 minutos a 65° C. Os primers empregados no ensaio para deteccdo do CHIKV
foram reportados previamente e se anelam na regido gendmica que corresponde a regido
6K-E1 do genoma (Quadro 3) (LOPEZ-JIMENA; WEHNER; HAROLD; BAKHEIT et
al., 2018).

Os resultados obtidos no ensaio RT-LAMP para ambos os virus, ZIKV e CHIKV,
foram visualizados utilizando trés estratégias diferentes. 1) na primeira estratégia, os
produtos foram observados através do olho nu sob luz natural e fotografados usando uma
camera convencional de celular (iPhone, Apple). Uma mudanga de cor de laranja para
amarelo esverdeado foi usada para caracterizar as amostras positivas, enquanto as
amostras negativas permaneceram na cor laranja; 2) na segunda estratégia, os produtos
foram observados através da andlise visual dos tubos de reagdo sob irradiagdo com luz
ultravioleta (UV), utilizando um transiluminador (modelo UVB LTB 20 x 20 STV,
Loccus Biotecnologia, Brasil) e fotografados usando uma camera convencional de
celular. Neste método, as reacdes positivas foram fluorescentes e as reagdes negativas
foram azuis escuras; 3) na terceira estratégia, os amplicons do RT-LAMP foram
analisados por eletroforese em gel de agarose (2,0%) em tampao TAE 1x e visualizados
do gel com auxilio do transiluminador acoplado a uma camera fotografica e conectado a
um computador. Para a anélise dos amplicons na eletroforese em gel de agarose, utilizou-
se 0 DNA Ladder de 1 kb Plus (ThermoFisher Scientific) como marcador de peso
molecular.

Para avaliar a total performance do ensaio RT-LAMP, todos os experimentos do
RT-LAMP foram realizados em uma bancada de laboratério utilizando pipetas e ponteiras

com filtro designadas. O registro e a analise das imagens ocorreram em salas diferentes



75

para eliminar o risco de reagdes cruzadas e todos os ensaios foram realizados de forma

independente pelo menos trés vezes.

Quadro 4 - Primers utilizados no ensaio RT-LAMP para detecgdo do ZIKV.

Primer Sequéncia (5’-3’) Referéncia

F3s CAGTTCACACGGCCCTTG Song et al.,
2016

B3s TGTACCTCCACTGTGACTGT Song et al.,
2016

FIPs GGCGACATTTCAAGTGGCCAGAGAGCTCTRGAGGCTGAGA Song et al.,
2016

BIPs AGGGCGTGTCATACTCCTTGTGAGTGTTTCAGCCGGGATCT Song et al.,
2016

LFs CCTTCCCTTTGCACCATCCA Song et al.,
2016

LBs TACCGCAGCGTTCACATTCA Song et al.,
2016

Fonte: Song et al. (2016).
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Quadro 5 - Primers utilizados no ensaio RT-LAMP para detecgdo do CHIKV.

Primer Sequéncia (5°-3’) Referéncia

OF3 TCCCGAACACGGTGGGAGTACC Lopez-
Jimena et
al., 2018

0B3 GCGGATGCGGTATGAGCCCT Lopez-
Jimena et
al., 2018

OFIP ACCGCAGCATTTCACGTACGGAAGTCAACAGACCGGGCTACAGC Lopez-
Jimena et
al., 2018

OBIP AGGTCTTCACCGGCGTCTACCCCGGACTTCTCCACATGTGCTTCG Lopez-
Jimena et
al., 2018

OLF TCGCACGTGATGTAATCAAGCGA Lopez-
Jimena et
al., 2018

OLB GGCGGCGCCTACTGCTTCTG Lopez-
Jimena et
al., 2018

Fonte: Lopez-Jimena ef al. (2018).

7.5 Biossensores moleculares

7.5.1 Produgdo dos sensores “switch” e gatilhos “trigger”

A producdo dos sensores e dos gatilhos foi realizada a partir dos plasmideos
construidos baseados nos genomas do ZIKV e CHIKV e enviados pelo o grupo do
colaborador do projeto, o Dr. Keith Pardee (University of Toronto, Canadd). As regides
de ambos os sensores “switch” (regido do ZIKV acoplado com a enzima LacZ) e gatilhos
“trigger”” (usado como controle positivo) foram clonadas separadamente nos plasmideos
pCOLA Duet e pET-15, respectivamente, no caso do ZIKV. Para o CHIKV, o sensor foi
clonado no plasmideo pCOLA Duet STAT10. Apos o recebimento dos plasmideos, foi
iniciada a producdo em larga escala dos sensores que posteriormente foram utilizados
para a validacdo com amostras clinicas. A producdo dos sensores “switch” e gatilhos
“trigger” foram realizados seguindo um fluxograma de vérias etapas: lineariza¢do do
plasmideo através da PCR convencional utilizando primers especificos, seguido de

purificagcdo e quantificagdo. Apds a producdo, os sensores foram utilizados durante as
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reagdes do tipo toehold switch conforme esquema metodoldgico demonstrado na figura
18.

A linearizacdo de ambos os plasmideos foi realizada através da PCR
convencional. Para cada reacdo (volume final, 50 pL), foi utilizada a enzima Q5 High-
Fidelity DNA Polymerase (NEB, USA) de acordo com as instrugdes do fabricante e
empregando primers especificos que amplificaram um fragmento de 3.046 nucleotideos
no pCOLA Duet ¢ um fragmento de 688 nucleotideos no pET-15 (Quadro 4). As
condi¢des da PCR para a amplificagdo e linearizacdo dos sensores “switch” do ZIKV
(pCOLA Duet) e CHIKV (pCOLA Duet STAT10) foram: 30 segundos a 98° C para
desnaturag¢do inicial, seguido de 35 de ciclos, cada um composto por 10 segundos a 98°
C para a desnaturacdo, 20 segundos a 60 ° C para o anelamento ¢ por um minuto e 30
segundos a 72° C para a extensdo, com 5 minutos de extensdo final a 72° C. Por outro
lado, as condi¢des da PCR para a amplificagdo e linearizagcdo dos gatilhos “frigger”
seguiram as condi¢des: 30 segundos a 98° C para desnaturacdo inicial, seguido de 35 de
ciclos, cada um composto por 10 segundos a 98° C para a desnaturacdo, 10 segundos a
60 ° C para o anelamento e 15 segundos a 72° C para a extensdo, com 5 minutos de
extensdo final a 72° C. Os produtos da PCR foram analisados em gel de agarose a 2% em
tampao TAE 1X com o auxilio do marcador de peso molecular de 1kb Plus (Invitrogen)
e visualizados através do transiluminador acoplado a uma camera fotografica e conectado
a um computador.

Ap6s a linearizagdo dos plasmideos, os fragmentos da PCR foram diretamente
purificados empregando o kit de purificacdo (QIAGEN) conforme as instrugdes do
fabricante e, em seguida, eluidos em 20 pL de agua livre de RNase. Na sequéncia, o DNA
purificado foi quantificado utilizando o Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) seguindo as
instrugdes recomendadas pelo o fabricante. Apds isto, os sensores “switch” e gatilhos

“trigger” foram armazenados a -20° C até o momento do uso.
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Quadro 6 - Primers empregados na lineariza¢do dos plasmideos pCOLA Duet e pET-15.

Primer Sequéncia (5°-3’) Referéncia

pCOLADuet F3593 AATTGACTCTCTTCCGGGCG Pardee et
al., 2016

pCOLADuet R547 AGTGTGACCGTGTGCTTCTC Pardee et
al., 2016

pET-15_F4928 CTCGACGCTCTCCCTTATGC Pardee et
al., 2016

pET-15 R5616 GCAGTCAGGCACCGTGTATGAAATC Pardee et
al., 2016

Fonte: Pardee ef al. (2016)

Figura 18 - Fluxograma demonstrando as etapas envolvidas para a produgdo dos sensores “switch” e
gatilhos “trigger”.

Producao do sensor “switch”

o)
=g
T
pCOLA Duet
Plasmideo PCR convencional Purificagdo do  Quantificacado do Aplicagao do
DNA circular DNA linear sensor sensor sensor na placa
Producao do gatilho “trigger’
My :g <
i
<_
o
Plasmideo PCR convencional Purificagdodo  Quantificagéo do Aplicacdo do
DNA circular DNA linear gatilho gatilho gatilho na placa

Fonte: O autor. Criado com Biorender.com

Legenda: A produgdo do sensor “switch” e gatilho “trigger” foram realizados a partir dos plasmideos
construidos baseados no genoma do ZIKV e enviados pelo o grupo do colaborador do projeto, o Dr. Keith
Pardee (University of Toronto, Canadd). As regides do sensor (regido do ZIKV acoplado com a enzima
LacZ) e gatilho foram clonadas separadamente nos plasmideos pCOLA Duet e pET-15, respectivamente.
Na sequéncia, a linearizagao das regides alvos foi realizada utilizando primers especificos através da técnica
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de PCR, seguido de eletroforese em gel de agarose, purificagdo do DNA (sendor e gatilho), quantificagdo
no Nanodrop e, por fim, aplicagdo na placa de reacao.

7.5.2 Reacao NASBA

Para as reagdes NASBA (Nucleic Acid Sequence Based Amplification), cujo
objetivo ¢ aumentar a concentracdo de femplate nas amostras testadas, foi realizada
empregando o kit liquido NASBA (Life Sciences, EUA) conforme descrito no protocolo
do fabricante. A reagdo de amplificagdo (volume total, 5 pL) continha 1,67 uL. do buffer
da reacdo, 0,832 pL. do mix de nucleotideos, 0,1 pL de cada primer (Quadro 5) e 1,0 uL.
do template (a4gua livre de RNase [NTC] ou RNA extraido das amostras). Na sequéncia,
as reagdes foram incubadas no termociclador Veriti 96-well Thermal Cycle (Applied
Biosystems) em um programa que consistiu em 65 ° C durante 2 minutos, seguido de 41
° C por 10 minutos. Apds o término desse tempo, as reagdes foram colocadas no gelo
rapidamente e em seguida foi adicionado 1,25 pLL do mix de enzimas em cada reagao. Por
fim, as reagdes foram incubadas novamente no termociclador sob 41 © C durante 1 hora
de incubagdo. Apos o termino da reacdo, o produto foi mantido no gelo até o momento
do uso como template na reacao do tipo toehold switch conforme metodologia descrita
abaixo e demonstrado no esquema da figura 19. Com exce¢do dos primers listados no
quadro 4, ¢ importante destacar que o mesmo protocolo de reacio NASBA foi

empregando para ambos os virus, ZIKV e CHIKV.

Quadro 7 - Primers empregados na reacao NASBA.

Alvo Primer Sequéncia (5°-3’) Referéncia

ZIKV NASBA 27B F AATTCTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGGGCAC Pardee et al.,

AGTGGGATGATCGTTA 2016
NASBA 27B_ R CCTGTCCTCGGTTCACAATCAA Pardee et al.,
2016
CHIKV NASBA CHIKV F AATTCTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGGCACA  Karlikow ef
CAACTGGTACTGCAGA al, 2021
NASBA CHIKV R AATGGTGCTGTGTGCTGCAGCG Ka}"likow et
al., 2021

Fonte: Pardee et al. (2016), Karlikow ef al. in press (2021)
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Figura 19 - Esquema demonstrando o mecanismo de funcionamento da reagdo NASBA.
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Fonte: O autor. Criado com Biorender.com

Legenda: Apos a extragdo do material genético do ZIKV ou CHIKV, os RNAs foram submetidos a reagao
NASBA. Esta reacgdo foi executada empregando um kit comercial denominado NASBA composto por um
mix de enzimas (RT, RNase H, DNA Pol e T7 RNA Pol), cujo objetivo ¢ aumentar o niimero de copias de
RNA das amostras dos pacientes, aumentando assim, a probabilidade de deteccdo através dos biossensores
moleculares. Apos o término da reagdo NASBA, o produto foi utilizado como femplate para a reagdo dos
do tipo “toehold switch”.

7.5.3 Reagdo dos biossensores moleculares do tipo “foehold switch”

As reagdes do tipo “foehold switch” foram realizadas em placas de 384 pogos de
fundo preto transparente (Corning). Para tanto, foi adicionado como base um disco de
papel filtro (2 mm) em cada pocgo. Para as reagdes do tipo “toehold switch” foi utilizado
o kit comercial PURExpress (NEB). Esse kit consiste em um sistema livre de células que
possui todos os componentes requeridos para a transcri¢ao e traducdo in vitro. Para cada
reacdo foi elaborada de acordo com a seguinte composi¢ao: 40% da solugdo NEB A, 30%
da solu¢do B, 0,6 mg/mL de clorofenol vermelho-f-D-galactopiranosideo (Sigma), 0.5%
do inibidor de RNase (Roche) e seguido da aplicagdo de 10 ng/uL. dos sensores “switch”
e 5 ng/uL do template (dgua livre de RNase para o NTC, gatilho “trigger” [controle
positivo] ou RNA extraido das amostras). Na sequéncia, 1,8 pul das amostras foram

testadas em triplicata e aplicadas conforme esquema ilustrado na figura 20 e,
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posteriormente, incubadas a 37°C durante 240 minutos com o auxilio de um leitor
eletronico Optico portatil (PLUM) acoplado a uma camera fotografica (BioTek Neo) para
registro dos resultados durante o tempo de incubacdo (Figura 21). Apos o termino da
incubagdo, a cor amarela caracterizou as amostras negativas para o ZIKV ou CHIKYV,
incluindo os controles negativos permanecem na cor amarela. Em contraste, a cor roxa
caracterizou as amostras positivas para o ZIKV ou CHIKV. Embora tenha sido utilizado
um leitor eletronico Optico para a analise dos resultados obtidos em todos os experimentos
realizados neste trabalho, os resultados também foram facilmente observados através do

olho nu com base na mudanca de cor dos tubos de reacdes.

Figura 20 - Layout utilizado para a aplicagdo dos reagentes e amostras na placa de reacdo dos biossensores

moleculares.

Apenas Master mix

© OO0

Master mix + sensor

O OO

Master mix + sensor + RNA negativo

Master Mix + sensor + gatilho
(trigger ou RNA positivo)

Placa de 384 pogos

Fonte: O autor. Criado com Biorender.com

Legenda: Este esquema representa o modelo de como os reagentes ¢ as amostras foram aplicadas nos
biossensores moleculares empregando circulos de papel filtro como base inseridos em uma placa de 384 pogos.
O layout consiste na aplicagdo inicial de apenas o master mix da reag@o contendo todos componentes necessarios
para a transcricdo e tradugdo in vitro. Uma segunda condi¢do consistiu em aplicar o master mix + sensores. A
terceira condi¢@o consistiu em aplicar o marter mix + sensor + RNA gatilho. Quando o RNA gatilho ¢ negativo
para ZIKV ou CHIKYV, nao ocorre hibridizagao entre o sensor ¢ o RNA e, consequentemente ndo ha o disparo
da tradug@o da enzima LacZ. Como resultado apods o final da incubagao o disco permanece na cor amarela.
Quando o RNA gatilho ¢ positivo para ZIKV ou CHIKYV, ocorre hibridizagdo entre o sensor ¢ o RNA e,
consequentemente nha o disparo da tradugdo da enzima LacZ que converte o seu substrato em um produto com
a cor roxa. Como resultado apds o final da incubagdo o disco permanece na cor roxa.



82

Figura 21 - Leitor eletronico 6ptico dos biossensores moleculares.

Fonte: Pardee et al., (2016).
Nota: O leitor eletronico Optico portatil (PLUM) acoplado a uma camera fotografica (BioTek Neo) para registro
dos resultados durante a incuba¢do da reacao.

7.6 RT-qPCR

Todas as amostras foram testadas quanto a positividade da infec¢do pelo ensaio
de RT-qPCR, padrdo-ouro para o diagndstico molecular do ZIKV e CHIKYV, de acordo
com as recomendacdes estabelecidas pelo Centro de Controle e Prevencao de Doengas -
CDC EUA, com minimas modificacdes (LANCIOTTI et al., 2008). Adicionalmente,
todas as amostras clinicas utilizadas para a validagao foram testadas para o gene endogeno
humano RNase P com a finalidade de garantir a qualidade do material genético das
amostras, conforme protocolo estabelecido pelo CDC-USA (CDC, 2020). Para tanto, o
RNA das amostras foi extraido usando o kit de extragdo QIAamp Viral RNA Mini kit
(QIAGEN, Alemanha) de acordo com as instru¢des do fabricante. A reagdo de RT-qPCR
foi executada utilizando o kit QuantiNova Probe RT-PCR (QIAGEN, Valéncia, CA,
EUA) conforme protocolo do fabricante. As rea¢des de amplificagdo (volume total, 10
uL) continham 5,0 pL do mix RT-PCR QuantiNova Probe 2 x, 0.8 uM de cada primer
forward, 0.8 uM de cada primer reverse, 0.4 uM da sonda, 0.05 pL do QuantiNova ROX
Reference Dye, 0.1 pLL do QuantiNova RT Mix e 3,5 pL. do template (4gua livre de RNase
[NTC] ou RNA extraido das amostras) (Quadro 6). O programa da reagdo foi executado
no equipamento de PCR em tempo real Applied Biosystems 7500 (Applied Biosystems,
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Foster City, CA, EUA) seguindo os seguintes passos: um unico ciclo de transcri¢do
reversa por 45 °C por 15 minutos, seguido de 95 °Cpor 5 minutos para inativagdo da
transcriptase reversa e ativacado da DNA polimerase, e entdo 45 ciclos de 95 °C por 5 seg
e 60°C por 45 seg. Ao final de todas as corridas, os dados foram analisados utilizando o
software da Applied Biosystems 7500. A quantidade de RNA viral em cada amostra foi
estimada comparando-se os valores do limiar do Cycle quantification (Cq) com a curva-
padrdo feita por diluigdes seriadas na base de 10 vezes do ZIKV (PE243) ou CHIKV

(PE2016-480) previamente titulados através do ensaio de placa.

Quadro 8 - Primers utilizados na RT-qPCR.

Alvo Primer Sequéncia (5°-3’) Referéncia
ZIKV Zika 1086 CCGCTGCCCAACACAAG Lanciotti et
al., 2008
Zika 1162c CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT Lanciotti et
al., 2008
Zika 1107 FAM-AGCCTACCTTGACAAGCAGTCAGACACTCAA-  Lanciotti et
MGB al., 2008
CHIKV CHIKYV 6856 TCACTCCCTGTTGGACTTGATAGA Lanciotti et
al., 2007
CHIKYV 6981 TTGACGAACAGAGTTAGGAACATACC Lanciotti et
al., 2007
CHIKYV 6919 VIC-AGGTACGCGCTTCAAGTTCGGCG-MGB Lanciotti et
al., 2007
RNase P RP-F AGATTTGGACCTGCGAGCG CDC et al.,
2020
RP-R GAGCGGCTGTCTCCACAAGT CDC et al.,
2020
RP-P FAM-TTCTGACCTGAAGGCTCTGCGCG-BHQ-1 CDC et al.,
2020

Fonte: Lanciotti et al. (2008), Lanciotti et al. (2007), CDC et al. (2020)
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7.7 Deteccao dos arbovirus em amostras biolégicas humanas sob condicoes

controladas

Inicialmente, para avaliar a habilidade do RT-LAMP em detectar o ZIKV ou
CHIKYV em amostras biologicas humanas, amostras bioldgicas humanas incluindo soro,
urina, saliva e sémen foram coletadas a partir de individuos saudaveis e, em seguida,
infectadas com duas concentragdes diferentes sendo 1x10° ou 1x10° PFU/mL do ZIKV
ou CHIKYV, simulando assim, uma situacdo de alta e baixa carga viral, respectivamente.
Ap6s incubagdo a 37 °C durante 1 hora, as amostras foram diretamente testadas através
do RT-LAMP. A fim de comparar os resultados do RT-LAMP com o método padrao-
ouro para o diagnodstico molecular do ZIKV e CHIKV, o RNA foi extraido de ambas as
concentragdes de todas as amostras biologicas de 10° e 10° PFU/mL e, posteriormente,

testados usando a RT-qPCR.

7.8 Avaliacido da especificidade analitica do RT-LAMP e dos biossensores

moleculares do tipo “foehold switch”

Para avaliar a especificidade analitica do RT-LAM para a detec¢do do ZIKV ou
CHIKYV em bioldgicas humanas, foram realizados experimentos para avaliar a reatividade
cruzada com outros arbovirus, incluindo ZIKV (PE243), ZIKV (MR766) YFV (17DD),
quatro sorotipos diferentes do virus da dengue DENV-1 (PE/97-42735), DENV-2 (PE/95-
3808), DENV-3 (PE/02-95016), DENV-4 (PE/10-0081), e CHIKV (PE2016-480) e
MAYYV (BR/Sinop/H307).

Inicialmente, foi realizada uma infec¢do artificial “spike viral”de todos os
arbovirus descritos acima em soro humano. Apoés a infec¢@o, as amostras foram incubadas
a 37 °C por 1 hora e na sequéncia foram utilizadas para a realizagdo dos ensaios
moleculares incluindo o RT-LAMP e os biossensores moleculares do tipo “toehold

switch”.
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7.9 Avaliacio da sensibilidade analitica do RT-LAMP e dos biossensores

moleculares do tipo “foehold switch”

A sensibilidade analitica do ensaio RT-LAMP em amostras bioldgicas humanas
(soro, urina, saliva e s€émen) foi determinada com base na menor concentragdo em que 0
ZIKYV foi detectado em todos os experimentos. Para tanto, a cepa ZIKV PE243 foi diluida
seriadamente na base de 10 vezes em soro, urina, saliva e sémen obtidos a partir de
individuos saudaveis. A concentragio de virus nas amostras infectadas variou de 10° PFU
a 10”7 PFU. Ap6s a dilui¢do, as amostras foram diretamente testadas por RT-LAMP sem
a necessidade de extracdo do RNA. Para comparar os resultados do RT-LAMP com o
ensaio padrdo-ouro atualmente utilizado para o diagnostico molecular do ZIKV em
amostras de pacientes, 0 RNA viral foi extraido das mesmas dilui¢des e posteriormente
testados em paralelo com a RT-qPCR (LANCIOTTI ef a/.2008).

Por outro lado, a analise da sensibilidade analitica os biossensores moleculares do
tipo “toehold switch” foi realizada utilizando o RNA extraido a partir do sobrenadante de
cultura contendo particulas do ZIKV previamente titulado através do ensaio de placa.
Inicialmente, 0 RNA total foi extraido do sobrenadante de cultura conforme metodologia
descrita na secdo de extracdo do RNA. Apods a extragdo, o RNA extraido foi diluido
seriadamente na base de 10 vezes de forma que a concentragdo de virus nas amostras
variou de 10° PFU a 103 PFU. Na sequéncia, as dilui¢gdes foram utilizadas pelo os
biossensores moleculares. Similar ao que foi estabelecido para andlise da sensibilidade
analitica do RT-LAMP e com o objetivo de comparar os resultados com o método
referéncia para a deteccdo molecular do ZIKV, as mesmas diluicdes foram testadas
paralelamente utilizando a RT-qPCR. Todos os experimentos foram executados em

triplicata.

7.10 Validacio do RT-LAMP e dos biossensores moleculares do tipo “toehold

switch”

Para validar o desempenho do RT-LAMP no diagnostico molecular do ZIKV em
amostras clinicas em relagao a RT-qPCR, 100 amostras clinicas (soro) foram obtidas do
LACEN/PE e testadas pelo RT-LAMP e em paralelamente com a RT-qPCR conforme o
protocolo descrito por Lanciotti (2008) (LANCIOTTI et al., 2008). Para a validagdo dos

biossensores moleculares, foram utilizadas 268 amostras clinicas (soro) também obtidas
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do LACEN/PE e testadas pelos os biossensores moleculares. Por fim, a validagdo do
método alternativo de extragdo do RNA baseado em fervura acoplado a técnica de RT-
qPCR para a detec¢do molecular do ZIKV descrito neste trabalho foi realizada
empregando um total de 205 amostras clinicas, incluindo soro, urina, saliva e sémen.
Similar ao desenho experimental realizado para o RT-LAMP e biossensores moleculares,
o método alternativo de extragdo do RNA baseado em fervura também foi avaliado em
paralelo com o protocolo referéncia de RT-qPCR empregando kit de extragdo comercial
para extragdo do RNA e seguindo as instru¢des necessdrias para a validagdo de um
protocolo ou teste de diagndstico conforme descrito por Silva e Pena (SILVA; PENA,
2021). O soro humano foi escolhido como amostra referéncia durante a validacdo de
ambos os ensaios moleculares devido ao fato de ser considerada como amostra padrao
ouro na rotina laboratorial para o diagnéstico molecular do ZIKV. Por fim, a utilidade
diagnostica intrinseca do ensaio RT-LAMP e dos biossensores moleculares foi

determinada usando varios parametros estatisticos.

7.11 Sequenciamento dos amplicons obtidos no ensaio RT-LAMP

A caracterizacdo genética dos amplicons obtidos do RT-LAMP a partir de uma
amostra positiva oriunda de um paciente foi realizada pelo método de Sanger. Apds a
execu¢do do RT-LAMP, os produtos da reacdo foram diretamente purificados
empregando o kit QIAquick PCR Purification (Qiagen) DNA seguindo as instru¢des do
fabricante e, em seguida, eluidos em 30 pL. de 4gua. Na sequéncia, o DNA purificado foi
sequenciado usando o primer FIP (ZIKV ou CHIKV) do RT-LAMP e o kit de
sequenciamento BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems, EUA) de acordo com as
instru¢des do fabricante e realizado em um sequenciador automatico (ABI Prism 3100
Capillary Automatic DNA Analyzer). As sequéncias dos amplicons foram analisadas
usando o software Bioedit, v7.0.5 e submetidas ao banco de dados publico NCBI -
BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) a fim de identificar a linhagem de
ZIKV e CHIKYV mais proximas e, consequentemente, confirmar a especificidade do RT-

LAMP em detectar apenas estes arbovirus.
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7.12 Consideracoes éticas

Os experimentos envolvendo amostras clinicas obtidas a partir de pacientes
seguiram estritamente as normas vigentes preconizadas pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) da Fiocruz-PE e cumpriram todas as exigéncias da Resolu¢dao n°466/12 Conselho
Nacional de Saude (CNS). Além disso, foi preparado um Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (TCLE) para todos os individuos que concordaram em participar da
pesquisa, embora tenha sido dispensado pelo CEP da Fiocruz-PE. Os experimentos e
ensaios relacionados com o ZIKV foram aprovados pelo CEP da Fiocruz/PE sob os
numeros: CAAE 80247417.4.0000.5190 ¢ CAAE 67404117.7.0000.5190. Em contraste,
os experimentos e ensaios relacionados com o CHIKV foram aprovados pelo CEP do

HEMOPE/PE sob o nimero: CAAE 43877521.4.0000.5195.

7.13 Analise estatisticas

Os gréficos foram construidos utilizando o software GraphPad Prism versao 5.0
para Windows (GraphPad Software, La Jolla, Califérnia, EUA). A andlise de probit foi
realizada para calcular a sensibilidade analitica do RT-LAMP para detec¢do de ZIKV
usando o software MedCalc (versdo 18.11, MedCalc Software, Ostend, Bélgica). A
estimativa dos parametros de diagnostico incluindo sensibilidade clinica, especificidade
clinica, prevaléncia, valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN) e
acuracia do RT-LAMP e dos biossensores moleculares para a deteccdo de ZIKV ou
CHIIKYV foi calculada utilizando-se a ferramenta online gratuita denominada MedCalc's
Diagnostic Test Evaluation Calculator, disponivel em: https:
/lwww.medcalc.org/calc/diagnostic_test.php e de acordo com todos os parametros
exigidos para a valida¢ao de um teste de diagndstico (SILVA; PENA, 2021). Esta analise
foi baseada nos resultados de 100 amostras de pacientes para o RT-LAMP, 268 amostras
para os biossensores moleculares e 205 amostras clinicas para o método alternativo de
extracdo de RNA. Os resultados obtidos do método padrdao-ouro (RT-qPCR) foram
usados como referéncia para validagdo de todos os protocolos. Para as analises de
comparagdo entre os protocolos de extracdo de RNA através de fervura e kit comercial, o

test-t pareado (*P<0.05) foi utilizado.



88

8 RESULTADOS

O presente topico descreve todos os resultados obtidos no decorrer da tese.

8.1 Ensaio RT-LAMP para deteccio do ZIKV

Todas as condi¢des referentes ao ensaio RT-LAMP foram otimizadas
previamente conforme ensaio RT-LAMP estabelecido por Silva (2019) (SILVA et al.,
2019). Apos a realizacdo da otimizagdo de todos os parametros para deteccdo do ZIKV
em amostras de mosquitos, um protocolo padrdo foi estabelecido para validar o ensaio
RT-LAMP com amostras bioldgicas humanas conforme demonstrado no fluxograma

abaixo (Figura 22).

Figura 22 - Fluxograma do ensaio RT-LAMP.
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Fonte: O autor.

Legenda: Representagdo esquematica demonstrando o fluxo de trabalho do ensaio RT-LAMP para detec¢do do
molecular do ZIKV em amostras bioldgicas humanas. Inicialmente, as amostras incluindo soro, urina, saliva e
sémen sdo coletadas a partir de individuos com suspeita de infec¢do por arbovirus. Apds a coleta, as amostras
foram adicionadas junto ao mix de reagentes necessarios para o ensaio RT-LAMP e, na sequéncia, as reagdes
foram incubadas isotermicamente a 72°C durante 20 minutos em um termobloco. O fato de utilizar uma enzima
robusta com atividades de RT e DNA polimerase, além de manter as suas atividades na presenca de inibidores de
reagdo eliminou a necessidade de extragdo do RNA das amostras. Apos o periodo de incubagdo, basta misturar o
corante SYBR Green previamente adicionado na tampa do tubo com o liquido remanescente no tubo da reagao.
Ao final do processo, o resultado pode ser facilmente observado através do olho nu, onde a cor laranja representa
uma amostra negativa para o ZIKV e a cor amarelo esverdeado representa uma amostra positiva para o ZIKV.
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8.1.1 Detecgdo do ZIKV em amostras bioldgicas humanas sob condi¢des controladas

Em seguida, foi avaliada a habilidade do RT-LAMP em diagnosticar o ZIKV em
amostras bioldgicas humanas. Para este fim, as amostras incluindo urina, soro, saliva e
sémen foram obtidas de voluntarios adultos saudaveis e consentidas e, na sequéncia,
foram infectadas com duas concentragdes do ZIKV, sendo uma carga viral alta (1x10°
PFU/mL) ou baixa (1x10° PFU/mL) para simular as concentragdes fisiologicas do ZIKV
nessas amostras. Apos a infec¢@o, as amostras foram mantidas durante 1 h em temperatura
ambiente e em seguida foram diretamente testadas através do RT-LAMP sem a
necessidade de extragdo do RNA ou nenhum tratamento prévio das amostras. O ensaio
RT-LAMP foi capaz de detectar o ZIKV em todas as amostras biologicas (urina, soro,
saliva e sémen) e em ambas as cargas virais testadas. Como esperado, o controle sem
template (NTC) (4dgua) e o controle negativo (amostras bioldgicas humanas ndo
infectadas) apresentaram resultados negativos (Figura 23 A-C). Também foi demonstrado
através dos ensaios que a extragdo do RNA ndo melhorou o limite de detec¢do do RT-
LAMP (dados ndo mostrados). A fim de comparar os resultados com o método padrao-
ouro para o diagnostico molecular do ZIKV, os resultados do RT-LAMP foram
confirmados através da RT-qPCR. Os valores de Cq (Cycle quantification) obtidos foram
(13,6; 13,8; 13,0; 13,1) e (24,7; 24,6, 24,3; 24,5), para alta carga viral e baixa carga viral

na urina, soro, saliva e sémen, respectivamente.
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Figura 23 - Deteccdo do ZIKV em amostras bioloégicas humanas experimentalmente infectadas.

Urina
A 1 2 3 4 B 1 2 3 4
ND ND 13.6 247 ND ND 13.6 247
Soro
c D
ND ND
Saliva
F
ND ND
ND ND 13.1 245 ND ND 13.1 245

RT-qPCR
Valor de Cq

Fonte: O autor.

Legenda: Amostras bioldgicas incluindo urina, soro, saliva e sémen foram infectadas artificialmente com
uma carga viral alta (1x10® PFU/mL) ou baixa (1x 10° PFU/mL) € diretamente testadas pelo RT-LAMP
sem extragdo de RNA (Fig. 18 A - I). Os resultados do RT-LAMP foram observados por mudanga visual
de cor dos produtos no tubo de reagdo e por eletroforese em gel. Os produtos da amplificagdo foram
observados por luz natural a olho nu (A, C, E e G), sob irradiagdo UV (B, D, F ¢ H) ¢ eletroforese em gel
de agarose (I). As legendas na Fig. 18 A-I sdo: (1) NTC (controle sem molde): agua; (2): amostra biologica
ndo infectada (urina, soro, saliva e sémen); (3): amostra bioldgica infectada com 10° PFU / mL; (4): amostra
biologica infectada com 10° PFU / mL. M: marcador de peso molecular. Cor laranja: reagio negativa para
ZIKV; Cor amarelo esverdeado: reacdo positiva para ZIKV.

8.1.2 Especificidade analitica do RT-LAMP para detec¢do do ZIKV

A fim de avaliar a especificidade do ensaio RT-LAMP em detectar apenas o ZIKV
em amostras biologicas humanas, os primers foram testados frente a outros arbovirus
endémicos no Brasil, incluindo DENV-1 (PE/97-42735), DENV-2 (PE/95- 3808),
DENV-3 (PE/02-95016), DENV-4 (PE/10-0081), YFV (17DD) e CHIKV (PE2016-480)
(Quadro 5). Para tanto, foi realizada uma infecgao artificial de todos os arbovirus descritos
acima em soro humano e, em seguida, diretamente testados. O RT-LAMP detectou

especificamente apenas o ZIKV, conforme determinado por analise a olho nu, observacgao
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visual sob luz ultravioleta ou eletroforese em gel de agarose (Figura 24). Esses resultados
foram confirmados por RT-qPCR, em que o valor de Cq para a amostra positiva para o
ZIKV foi de 12,4 (Figura 19). Um problema comum com ensaios RT-LAMP altamente
sensiveis ¢ a contaminagao cruzada. Para evitar isso, adicionamos 1 pL de dilui¢do 1:10
de corante SYBR Green I diluido em 4gua livre de RNase ao centro das tampas do tubo
antes da reagdo e, misturados logo apds o tempo de incubacdo. Isso reduziu o potencial
de introdu¢do de contaminagdo e no trabalho realizado aqui, nenhuma contaminacao foi
observada usando a estratégia RT-LAMP de tubos fechados (dados ndo mostrados).
Assim, estes resultados sugerem que o ensaio RT-LAMP descrito ao longo deste trabalho
¢ altamente especifico para a deteccao do ZIKV frente a outros arbovirus circulantes no

Brasil.

Quadro 9 - Arbovirus utilizados para avaliar a especificidade do ensaio RT-LAMP.

Virus Cepa Codigo de
acesso do
GenBank
Flaviviridae, Flavivirus, Zika virus PE243 KX197192
Flaviviridae, Flavivirus, Dengue virus, sorotipo 1~ PE/97-42735 EU259529
Flaviviridae, Flavivirus, Dengue virus, sorotipo 2 PE/95-3808 EU259569
Flaviviridae, Flavivirus, Dengue virus, sorotipo 3  PE/02-95016 KC425219
Flaviviridae, Flavivirus, Dengue virus, sorotipo 4  PE/10-0081 Nao publicado
Flaviviridae, Flavivirus, Virus da Febre Amarela  17DD DQ100292
Togaviridae, Alphavirus, Virus Chikungunya PE2016-480 Nao publicado
Togaviridae, Alphavirus, Virus Mayaro BR/Sinop/H307/2015 MHS513597.1

Fonte: O autor.
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Figura 24 - Especificidade analitica do RT-LAMP para a detec¢@o do ZIK'V em soro humano.

9

RT-qPCR ND ND ND ND ND ND ND 124
Valor de Cq

Fonte: O autor.

Legenda: Amostra de soro humano obtida de um paciente saudavel foi infectada artificialmente com
diferentes arbovirus (DENV 1-4, YFV, CHIKYV, ZIKV) endémicos no Brasil e, na sequéncia, diretamente
testados pelo RT-LAMP sem extragdo de RNA. Os produtos de amplificagdo foram observados a olho nu
sob luz natural (A), sob irradiagdo UV (B) e eletroforese em gel de agarose (C). NTC (controle sem molde):
agua. M: marcador de peso molecular. Cor laranja: reagdo negativa para ZIKV; Cor amarelo esverdeado:
reagao positiva para ZIKV.

8.1.3 Sensibilidade analitica do RT-LAMP para detec¢cao do ZIKV em soro humano

Para analisar a sensibilidade analitica (limite de deteccdo - LOD) do RT-LAMP
em amostras bioldgicas humanas, foi realizada uma diluigdo seriada do ZIKV na base de
10 vezes em soro humano variando de 10° PFU a 10”7 PFU. Ap6s a dilui¢do, as amostras
foram diretamente testadas pelo RT-LAMP sem extragdo do RNA. O RT-LAMP foi
capaz de detectar o ZIKV em uma ampla faixa de concentragdes de ZIKV no soro humano
(de 10° PFU a 10° PFU). Em seguida, o0 RNA viral das mesmas dilui¢des foi extraido e
testado através da RT-qPCR. A sensibilidade analitica da RT-qPCR foi observada apenas
até 10! PFU com valor de Cq de 34,2 (Figura 25). Os experimentos foram repetidos 10
vezes de forma independente para permitir a andlise de regressdo probit a fim de
determinar com precisdo o limite de deteccdo de RT-LAMP (Tabela 1). O limite de
deteccdo do ensaio RT-LAMP foi -1,07 log10 PFU de ZIKV considerando um intervalo
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de confianga de 95% (-1,93 a 0,49) (Figura 26). Em conjunto, esses resultados
demonstraram que o ensaio RT-LAMP foi 100 vezes mais sensivel do que a RT-qPCR,
técnica padrdo-ouro atualmente utilizada para o diagnoéstico molecular do ZIKV em
amostras clinicas. Resultados de sensibilidade analitica semelhantes também foram

obtidos na urina, saliva ¢ sémen (dados ndo mostrados).

Tabela 1 - Limite de detec¢do do RT-LAMP calculado através da analise de Probit.

Concentracao do Nuamero de Nuimero de Prababilidade de
ZIKYV (PFU) replicatas resultados deteccio %
positivos

10 10 10 100
104 10 10 100
103 10 10 100
102 10 10 100
10! 10 10 100
10° 10 10 100
10! 10 9 90
102 10 9 90
1073 10 7 70
104 10 4 40
10 10 3 30
106 10 1 10
10”7 10 0 0

Fonte: O autor.
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Figura 25 - Sensibilidade analitica do RT-LAMP para a detecgdo do ZIKV em soro humano.

| PFU ZIKV |
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Fonte: O autor.

Legenda: A sensibilidade do RT-LAMP foi determinada com base na ultima dilui¢do na qual o genoma
viral foi detectado pelo ensaio RT-LAMP. A sensibilidade do RT-LAMP foi determinada a partir de uma
diluigdo seriada na base de 10 vezes (10° a 107 PFU) de ZIKV em amostra de soro humano néo infectado
e, em seguida, testado pelo RT-LAMP diretamente sem extragdo de RNA. Os produtos de amplificagdo
foram observados a olho nu sob luz natural (A), sob irradiagdo UV (B) e eletroforese em gel de agarose por
RT-LAMP (C). M: marcador de peso molecular. NTC (controle sem molde): agua. ND (ndo detectado).
Para comparar os resultados de RT-LAMP com a RT-qPCR, o RNA viral foi extraido das mesmas dilui¢oes
e, na sequéncia, testadas. Cor laranja: reag@o negativa para ZIKV; Cor amarelo esverdeado: reagdo positiva
para ZIKV.
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Figura 26 - Limite de detecgdo do ensaio RT-LAMP analisado através da analise de Probit.
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Fonte: O autor.

Legenda: A analise de Probit foi calculada utilizando o software MedCalc (versao 18.11), fornecendo um
valor de C95 (probabilidade de detec¢do 95% em todas as repetigdes) de -1,07 logl0 PFU do ZIKV com
intervalo variando entre -1,93 a 0,49. Este valor indica que o limite de detec¢do do RT-LAMP para detecgao
do ZIKV ¢ cerca de -2 log10 (1/100) PFU maior que o limite de deteccdo da RT-qPCR.

8.1.4 Desempenho diagndstico do RT-LAMP para diagnosticar o ZIKV em amostras de

pacientes

Por fim, a validacdo do desempenho diagnéstico do RT-LAMP em detectar o
ZIKV foi realizada usando amostras clinicas obtidas de pacientes com suspeita de
infeccdo por arbovirus. Um total de 100 amostras de soro duplamente cegas foram
testadas em paralelo através do ensaio RT-LAMP e posteriormente da RT-qPCR. O valor

de Cq nessas amostras variou de 21,0 a> 40,0 e as amostras com valores Cq de <38,0 em
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pocos duplicados foram consideradas positivas para ZIKV pela RT-qPCR. Destas, 75
amostras foram negativas para ZIKV conforme determinado pelo RT-LAMP e 25 foram
positivas, incluindo amostras que haviam sido determinadas como negativas através do
método padrao-ouro. Do nimero total de 100 amostras clinicas, a RT-qPCR foi capaz de
detectar o ZIKV em 20 amostras, enquanto 80 amostras foram determinadas como

negativas (Figura 27).

Figura 27 - Validagdo do RT-LAMP para o diagnostico do ZIKV com amostras de pacientes.

124 . A Positivo

@® Negativo

ZIKV PFU/mL Equivalente (Log10)

Fonte: O autor.

Legenda: Um total de 100 amostras de soro humano foram testadas para ZIKV através do ensaio RT-LAMP.
Destas, 20 foram positivas para ZIKV e 80 foram negativas conforme determinado por RT-qPCR. A linha tracejada
representa o limite RT-qPCR Cq para a positividade de ZIKV conforme estabelecido por Lanciotti (Cq <38). O
triangulo vermelho representa as amostras positivas pelo RT-LAMP e o circulo azul representa as amostras
negativas pelo ensaio RT-LAMP.

O desempenho diagnostico do RT-LAMP para a deteccdo do ZIKV em amostras
de pacientes foi inferido a partir da analise de varios parametros estatisticos usando a RT-
qPCR como teste de referéncia para a comparacdo. O ensaio RT-LAMP teve uma
sensibilidade clinica de 100% (IC 95% 83,16% a 100,00%) e especificidade clinica de
93,75% (IC 95% 86,01% a 97,94%). A prevaléncia geral de ZIKV nas amostras foi de
20,00% (IC 95% 12,67% a 29,18%). O valor preditivo positivo deste ensaio foi de 80,00%
(IC 95% 63,13% a 90,33%) e o valor preditivo negativo foi 100%. A acuracia geral do
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ensaio RT-LAMP para detecgdo do ZIKV foi de 95,00% (IC 95% 88,72% a 98,36%)
(Tabela 2), destacando o potencial do ensaio RT-LAMP como uma ferramenta POC para

do ZIKV em amostras de pacientes.

Tabela 2 - Desempenho diagnéstico do RT-LAMP para o diagndstico molecular do ZIKV em amostras de
pacientes.

RT-qPCR+  RT-qPCR- Total

RT-LAMP + 20 5 25
RT-LAMP - 0 75 75
Total 20 80 100
Sensibilidade 100 % (IC 95% 83.16% a 100.00%)
Especificidade 93.75 % (IC 95% 86.01% a 97.94%)
Prevaléncia do ZIKV 20.00% (IC 95% 12.67% a 29.18%)
Valor Preditivo Positivo 80.00% (IC 95% 63.13% a 90.33%)
Valor Preditivo Negativo 100 %

Acuricia 95.00% (IC 95% 88.72% a 98.36%)

Fonte: O autor.

Para confirmar a identidade de amostras positivas pelo RT-LAMP para detecgdo de
ZIKV em amostras humanas, foi sequenciado uma amostra positiva de soro humano pelo
método de Sanger. As andlises obtidas a partir dos amplicons sequenciados e,
posteriormente, analisados utilizando a ferramenta BLAST demonstraram que os
amplicons obtidos a partir das reagdes positivas do RT-LAMP sdo 100% compativeis
com virus circulantes no Brasil (Figura 28), comprovando a especificidade do RT-LAMP
para deteccdo apenas de ZIKV. Juntos, esses resultados sugerem que o protocolo RT-

LAMP descrito neste trabalho ¢ altamente especifico para a deteccdo de ZIKV.
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Figura 28 - Eletroferograma dos amplicons sequenciados pelo método de Sanger a partir reagdes positivas
para o ZIKV de soro humano pelo RT-LAMP.

J-J‘A'AJIL, J.‘/--L h p 11 Al ‘L.Ll l _Ahml. AW

GCTGTCCTCTGGCCACTTGAAATGTCGCCTGAAAATGGATAAACTTAGATTGAAGGGCGTGTCATACTCCTTGTG

soro

ZIKV
pe-243 GCTGTCCTCTGGCCACTTGAAATGTCGCCTGAAAATGGATAAACTTAGATTGAAGGGCGTGTCATACTCCTTGTG

Inicio: 1813 Tamanho: 75bp Final: 1877

Fonte: O autor.

Legenda: Os amplicons obtidos da reacdo do RT-LAMP de uma amostra de soro humano positiva para
ZIKV foram sequenciados usando o método Sanger para confirmar a identidade do ZIKV. A regido
amplificada foi entre a posi¢do génica de 1813 a 1877. As sequéncias obtidas foram alinhadas contra a cepa
de referéncia ZIKV PE243.
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8.2 Ensaio RT-LAMP para deteccio do CHIKV

A fim de demonstrar a versatilidade do ensaio RT-LAMP como ferramenta
promissora para o diagnéstico de agentes etioldgicos de natureza viral, nos
desenvolvemos um sistema baseado no ensaio RT-LAMP para o diagnostico de outro
arbovirus emergente na América Latina. Para a proxima demonstragdo diagnostica, foi
escolhido o CHIKV. Assim como o ZIKV, o CHIKV se originou na Africa e causa

sintomas que se sobrepdem aos causados pelo ZIKV nos pacientes infectados.

8.2.1 Padronizacdo do ensaio RT-LAMP para deteccdo do CHIKV

Inicialmente, o ensaio RT-LAMP para a detec¢do do CHIKV foi otimizado com
base no protocolo do ensaio RT-LAMP estabelecido para deteccdo do ZIKV. As
concentragdes de todos os reagentes, bem como todas as condi¢des do ensaio RT-LAMP
foram inicialmente otimizadas a fim de determinar as melhores condi¢des de cada
parametro. As reagdes foram realizadas sob temperaturas variando de 59° Ca 75° C e o
tempo de incubagdo variando entre 10 min a 60 min. Quanto aos reagentes, foram
otimizadas as concentra¢des Otimas de Mg?* (2 mM a 10 mM) e dNTPs (0.6 mM a 2.2
mM). Além disso, foi avaliado se todos os primers, incluindo os externos (F3 e B3),
internos (FIP e BIP) e do loop (LF e LB) eram essenciais para a realizagdo do ensaio RT-
LAMP. Os resultados com melhor performance de amplificagdo foram obtidos a 65 © C
por 30 min de incubacdo (Figura 29 A-B). Quanto aos reagentes da reacdo, as
concentragdes Otimas para magnésio e dNTPs foram 8§ mM e 1.8 mM, respectivamente
(Figura 29 C-D). Através da otimizacao dos primers e da concentracdo de SYBR, foi
observado que todos os primers sao requeridos para uma excelente performance da reagdo
e que uma simples diluicdo de 1:10 do SYBR ¢ suficiente para visualizar os resultados
através do ensaio RT-LAMP (Figura 29 E-F). Ap6s a otimizagdo de todos os parametros,

um protocolo padrao foi estabelecido para a realiza¢do dos experimentos posteriores.
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Figura 29 - Otimizagdo das concentragdes dos reagentes e condi¢des do ensaio RT-LAMP para detecg¢do
do CHIKV.
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Fonte: O autor.

Legenda: Todas os pardmetros e condi¢des do ensaio RT-LAMP foram padronizadas e estabelecidas. As
reacOes foram realizadas sob tempo de incubagdo variando entre 10 min a 60 min (A) e temperaturas
variando de 59°C a 75°C (B). Quanto aos reagentes, foram otimizadas as concentragdes 6timas de Magnésio
(variando de 2 mM a 10 mM) (C) e dNTPs (variando de 0.6 mM a 2.2 mM) (D). Além disso, foi verificado
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que todos os primers, incluindo os externos (F3 e B3), internos (FIP e BIP) e do loop (LF e LB) eram
essenciais para a realizagdo do ensaio (E). Por fim, foi otimizada a concentracdo de SYBR (1:10, 1:25,
1:50) necessaria para visualizar os resultados do ensaio RT-LAMP. Resumidamente, os resultados do RT-
LAMP foram observados por mudanga de cor visual dos produtos no tubo de reagdo ¢ através de
eletroforese em gel. Os produtos de amplificagdo foram observados a olho nu sob luz natural (A-FI), sob
irradiagdo UV (A-FII) e eletroforese em gel de agarose (A-FIII). Legendas: NTC (controle sem molde):
agua; M: marcador de peso molecular.

8.2.2 Deteccdo do CHIKV em amostras biologicas humanas e mosquitos sob condi¢des

controladas

Para avaliar a capacidade do RT-LAMP em detectar o CHIKV em amostras
bioldgicas humanas e mosquitos sob condi¢des controladas, fluidos biolégicos humanos
incluindo soro, urina, saliva e macerado bruto de A. aegypti foram infectados com uma
carga viral alta (1x10° PFU/mL) ou baixa (1x10° PFU/mL) para mimetizar as
concentragdes fisiologicas do CHIKV nessas amostras. Apos a incubacao durante 1 h em
temperatura ambiente, as amostras foram diretamente testadas através do RT-LAMP sem
a necessidade de extracdo do RNA das amostras. O ensaio RT-LAMP para o CHIKV foi
positivo em ambas as cargas virais e em todas as amostras humanas testadas. Como
esperado, os controles negativos: NTC e amostras biologica (amostra bruta de soro, urina
e saliva ndo infectadas) apresentaram resultados negativos (Figura 30 A-C). Resultados
similares foram obtidos utilizando o macerado bruto de 4. aegypti infectado com ambas
as concentragdes de CHIKV (1x10% PFU/mL e 1x10° PFU/mL (Figura 30 A-C). A fim
de comparar os resultados com o método padrao-ouro para o diagndstico molecular do
CHIKYV, os resultados do RT-LAMP foram confirmados através da RT-qPCR. Os valores
de Cq (Cycle quantification) obtidos foram (12,7; 12,5; 12,6; 12,7) e (23,1; 22,6; 22,7,
22,7), para alta carga viral e baixa carga viral em soro, saliva, urina e macerado de Aedes
aegypti, respectivamente. Juntos, esses resultados demonstraram que o RT-LAMP ¢ uma
ferramenta poderosa para detectar o CHIKV em amostras bioldégicas humanas e amostras

de mosquitos vetores.
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Figura 30 - Detec¢do do CHIKV em amostras humanas ¢ de mosquitos experimentalmente infectadas.
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Fonte: O autor.

Legenda: As amostras biologicas humanas incluindo soro, urina, saliva foram infectadas com uma carga
viral alta (1x10° PFU/mL) ou baixa (1x10* PFU/mL) €, na sequéncia, diretamente testadas através do ensaio
RT-LAMP sem a necessidade de extragdo do RNA (Fig. 30 A-F). Fig. 30 G-H representa os resultados RT-
LAMP em macerado bruto de 4. aegypti experimentalmente infectado com ambas as cargas virais (1x10°
PFU/mL ou 1x10° PFU/mL). Os produtos de amplificagdo foram observados a olho nu sob luz natural (A,
C, E e G), sob irradiagcdo UV (B, D, F e G) e eletroforese em gel de agarose (I). Legendas na Fig.30 sdo:
(1): NTC (controle sem molde); (2): amostras experimentalmente infectadas com 10° PFU/mL; (3):
amostras experimentalmente infectadas com 10° PFU/mL. M: marcador de peso molecular. Cor laranja:
reacdo negativa para CHIKV; Cor amarelo esverdeado: reagdo positiva para CHIKV.

8.2.3 Especificidade analitica do RT-LAMP para detec¢cdo do CHIKV

Para avaliar a especificidade do ensaio RT-LAMP em detectar apenas o CHIKYV,
os primers foram avaliados frente a outros arbovirus: DENV-1 (PE/97-42735), DENV-2
(PE/95- 3808), DENV-3 (PE/02-95016), DENV-4 (PE/10-0081), YFV (17DD), ZIKV
(PE243), ZIKV (MR766), MAYV (BR/Sinop/H307/2015) e CHIKV (PE2016-480). Foi

realizada uma infeccdo artificial de todos os arbovirus descritos acima em soro humano
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coletado a partir de individuos saudaveis. Apenas o soro infectado artificialmente com
CHIKYV foi positivo através do ensaio RT-LAMP, conforme determinado por andlise a
olho nu, observag¢ao visual sob luz UV ou eletroforese em gel de agarose. Esses resultados
foram confirmados por RT-qPCR, em que o valor de Cq para a amostra positiva para o
ZIKV foi de 12,7 (Figura 31). Juntos, estes achados revelam que o ensaio RT-LAMP
reportado ao longo deste trabalho ¢ altamente especifico para a deteccdo do CHIKV frente

a outros arbovirus circulantes no Brasil.

Figura 31 - Especificidade analitica do RT-LAMP para a detec¢do do CHIKV.

Cycle
quan(t(i:ﬁc)ation ND ND ND ND ND ND ND ND ND 12.7
q

Fonte: O autor.

Legenda: Foi realizada uma infecgdo artificial de diferentes arbovirus (DENV 1-4, YFV, CHIKV, ZIKV
[PE243 e MR766] e MAYV) em soro humano. Na sequéncia, todas as amostras foram diretamente testadas
pelo RT-LAMP para avaliar a especificidade dos primers em detectar apenas o CHIKV. Os produtos de
amplificagdo foram visualizados através do olho nu sob luz natural (A), sob irradiagdo UV (B) e eletroforese
em gel de agarose (C). M: marcador de peso molecular. NTC (controle sem molde). Cor laranja: reago
negativa para CHIKV; Cor amarelo esverdeado: reagdo positiva para CHIKV.
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8.2.4 Sensibilidade analitica do RT-LAMP para detec¢do do CHIKV

Para calcular a sensibilidade analitica do RT-LAMP, foi realizada uma dilui¢ao
seriada do CHIKV na base de 10 vezes em soro humano variando de 10° PFU a 10" PFU
sem extracdo do RNA. O RT-LAMP foi capaz de detectar o CHIKV em um largo espectro
de concentragdes de virus no soro (de 10° PFU a 107 PFU). Adicionalmente, o RNA viral
foi extraido das mesmas diluigdes testadas pelo RT-LAMP e, na sequéncia, foram
testadas pelo método padrao-ouro para o diagnostico molecular do CHIKV em amostras
de pacientes descrito por Lanciotti (2007) (LANCIOTTI et al., 2007). Para o ensaio de
RT-gPCR, o limite inferior de detecgdo do CHIKV foi de 10" PFU com valor de Cq 33,3
(Figura 32). Em conjunto, esses resultados demonstraram que o ensaio RT-LAMP ¢ mais
sensivel do que a técnica padrao-ouro atualmente utilizada para o diagnéstico do CHIKV

em soro humano.

Figura 32 - Sensibilidade analitica do RT-LAMP para a detecgdo do CHIKV em soro humano.

| CHIKV PFU |

Cycle
quantification  ND 133 16.4 19.9 234 26.5 30.2 333 ND ND ND ND ND

(Ca)

Fonte: O autor.

Legenda: A sensibilidade do RT-LAMP foi determinada com base na ultima dilui¢ao na qual o genoma do
CHIKYV foi detectado pelo ensaio RT-LAMP. A sensibilidade analitica do RT-LAMP foi determinada a
partir de uma diluigdo seriada na base de 10 vezes (10° a 10 PFU) de ZIKV em amostra de soro humano
ndo infectado e, em seguida, testado pelo RT-LAMP diretamente sem a necessidade da extracao de RNA.
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Os produtos de amplificagdo foram observados a olho nu sob luz natural (A), sob irradiacdo UV (B) ¢
eletroforese em gel de agarose por RT-LAMP (C). M: marcador de peso molecular. NTC (controle sem
molde): dgua. ND (ndo detectado). Para comparar os resultados de RT-LAMP com a RT-qPCR, o RNA
viral foi extraido das mesmas dilui¢des e, na sequéncia, testadas. Cor laranja: reagdo negativa para CHIKV;
Cor amarelo esverdeado: reagdo positiva para CHIKV.

8.2.5 Desempenho diagndstico do RT-LAMP para diagnosticar o CHIKV em amostras

de pacientes

Para a validag¢do o desempenho diagnodstico do RT-LAMP em detectar o CHIKV
em amostras clinicas, um total de 100 amostras de soro foram obtidas do LACEN-PE ¢
testadas posteriormente para a deteccdo do CHIKV pelo RT-LAMP em paralelo com a
RT-qPCR. Amostras com valores de Ct de <37.0 em pogos duplicados foram
consideradas positivas para infeccdo por CHIKV. Destas, 61 amostras foram negativas e
39 foram positivas conforme determinado pela RT-qPCR. O valor de Cq nessas amostras
variou de 12,9 a >40,0. Do ntimero total de 100 amostras, o ensaio RT-LAMP foi capaz
de detectar o ZIKV em 41 amostras, incluindo duas amostras que haviam sido
determinadas como negativas através da RT-qPCR (Figura 33). Em contraste, um total

de 59 amostras foram negativas através do RT-LAMP.

Figura 33 - Validagdo do RT-LAMP para o diagnostico do CHIKV com amostras de pacientes.
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Fonte: O autor.

Legenda: Um total de 100 amostras de soro humano foram testadas para CHIKV através do ensaio RT-
LAMP. Destas, 39 foram positivas para CHIKV e 61 foram negativas conforme determinado por RT-qPCR.
A linha tracejada representa o limite RT-qPCR Cq para a positividade de CHIKV conforme estabelecido
por Lanciotti (Cq <37). O triangulo vermelho representa as amostras positivas pelo RT-LAMP e o circulo



106

azul representa as amostras negativas pelo ensaio RT-LAMP (A). Além disso, todas as 100 amostras
empregadas para a validagdo do RT-LAMP também foram testadas para o gene endogeno humano RNase
P (Ribonuclease P) a fim de assegurar a qualidade do material genético das amostras clinicas (B).

Além disso, as amostras de soro humano que estavam no limiar de deteccdo pela
RT-gPCR (valores Cq variando de 35,4 a 37,7) foram diagnosticadas como positivas pelo
RT-LAMP (Figura 34), destacando a sensibilidade do ensaio RT-LAMP em detectar o

CHIKYV em amostras que apresentam baixa carga viral.

Figura 34 - Detecgdo do CHIKV pelo RT-LAMP em amostras clinicas que estavam no limite de detec¢ao
pela RT-gPCR.

I Cq |

A NTC Ctrl+ 37.0 36.3 37.7 354 36.9

Hb
o
-

Fonte: O autor.

Legenda: Amostras de soro obtidas de pacientes que se encontravam no limiar de detec¢do quando testadas
pela RT-qPCR (valores de Cq variando de 35,4 a 37,7) foram analisadas por RT-LAMP e todas as rea¢des
mostraram um resultado positivo. Os produtos de amplificacdo foram observados através do olho nu sob
luz natural (A), sob irradiagao UV (B) e eletroforese em gel de agarose (C). M: marcador de peso molecular.
NTC (controle sem molde): agua.

O desempenho diagndstico do RT-LAMP para a detecgdo do CHIKV em amostras
soro obtidas de pacientes foi determinado a partir da analise dos parametros estatisticos
utilizando a técnica padrdo-ouro para o diagnéstico do CHIKV, RT-qPCR, como
metodologia referéncia. A prevaléncia geral do CHIKV nas amostras foi de 39.00% (IC

95% 29.40% a 49.27%). O ensaio RT-LAMP apresentou sensibilidade clinica de 100%
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(IC 95% 90.97% a 100.00%) e especificidade clinica de 91,18% (IC95% 76,32% a
98,14%). O valor preditivo positivo de 95.12% (IC 95% 83.30% a 98.70%), enquanto o
valor preditivo negativo foi de 100%. A acuricia geral do teste RT-LAMP foi
determinada em 95,24% (IC 95% 86,71% a 99,01%) (Tabela 3), destacando o potencial

promissor do RT-LAMP para o diagnostico molecular do CHIKV em amostras clinicas.

Tabela 3 - Desempenho diagnostico do RT-LAMP para o diagnostico molecular do CHIKV em amostras
de pacientes.

RT-qPCR+  RT-qPCR- Total

RT-LAMP + 39 2 41
RT-LAMP - 0 59 59
Total 39 61 100
Sensibilidade 100 % (IC 95% 90.97% a 100.00%)
Especificidade 96.72 % (IC 95% 88.65% a 99.60%)
Prevaléncia do CHIKV 39.00% (IC 95% 29.40% a 49.27%)
Valor Preditivo Positivo 95.12% (1C 95% 83.30% a 98.70%)
Valor Preditivo Negativo 100 %

Acuricia 98.00% (IC 95% 92.96% a 99.76%)

Fonte: O autor.

Por fim, para confirmar a identidade das amostras de soro positivas através do RT-
LAMP, foram sequenciadas duas amostras empregando o método de Sanger. Os
resultados do sequenciamento e a analise através da ferramenta do BLAST revelaram que
os amplicons de CHIKV obtidos pelo RT-LAMP correspondem a 100% de identidade
genomas isolados de pacientes (Figura 35), confirmando assim, a especificidade do RT-

LAMP em detectar o material genético do CHIKV em amostras obtidas de pacientes.
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Figura 35 - Eletroferograma dos amplicons sequenciados pelo método de Sanger a partir reagdes positivas
para o CHIKV de soro humano pelo RT-LAMP.

i A.hkdﬂ“ﬂl ul

oo CACATGTGGAGAAGTCCGGGGTAGACGCC

v CACATGTGGAGAAGTCCGGGGTAGACGCC

Fonte: O autor.

Legenda: Os amplicons obtidos da reacdo do RT-LAMP de uma amostra de soro humano positiva foram
sequenciados usando o método Sanger para confirmar a identidade do CHIKV. A regido amplificada foi
entre a posi¢do génica de 10237 a 10254. As sequéncias obtidas foram alinhadas contra o genoma do
CHIKYV isolado de um paciente na Asia.
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8.3 Avaliacdo dos biossensores moleculares para o diagnostico molecular do ZIKV

Recentemente, Pardee et al. utilizou os biossensores moleculares para
diagnosticar o ZIKV com baixo custo e de forma rapida (PARDEE et al., 2016). Nesta
tese, foram estendidos os estudos iniciais de prova de conceito para validar os
biossensores moleculares para a deteccdo molecular do ZIKV com amostras oriundas de

pacientes do estado de Pernambuco, epicentro da ultima epidemia do ZIKV.

8.3.1 Especificidade analitica dos biossensores moleculares para detec¢dao do ZIKV

Para avaliar a habilidade dos biossensores moleculares em detectar apenas o
ZIKV (PE243), o ensaio de especificidade foi realizado utilizando varios arbovirus
circulantes no Brasil, incluindo o DENV-1 (PE/97-42735), DENV-2 (PE/95- 3808),
DENV-3  (PE/02-95016), DENV-4 (PE/10-0081), YFV (17DD), MAYV
(BR/Sinop/H307/2015) e CHIKV (PE2016-480). Para tanto, o RNA foi extraido do
sobrenadante de células infectadas com os virus descritos acima. Na sequéncia, os RNAs
foram utilizados como template para a reagcdo NASBA e, em seguida, diretamente
testados através dos biossensores moleculares. Os biossensores moleculares demonstrou
ser altamente especifico para detec¢do do ZIKV, conforme determinado por anélise a olho
nu (mudancga de cor de amarelo para roxo) e com base na andlise da conversdao do
substrato pela enzima LacZ (Figura 36). A analise do sinal de conversdo enzimatica foi
realizada com o auxilio do leitor eletronico optico. Adicionalmente, os resultados foram
confirmados por RT-qPCR, em que o valor de Cq para a amostra positiva para o ZIKV
foi de 12,2 (Figura 36). Em contraste, todos os outros arbovirus também apresentaram
resultados negativos, quando testados pela RT-qPCR. Juntos, estes resultados sugerem
que os biossensores moleculares apresentam elevada especificidade para a deteccdo

molecular do ZIKV frente a outros arbovirus endémicos no Brasil.
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Figura 36 - Especificidade analitica do biossensores moleculares para a detec¢do do ZIKV.
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Fonte: O autor.

Legenda: Foi realizada a extragdo do RNA a partir do sobrenadante celular de diferentes arbovirus
circulantes no Brasil incluindo DENV (1-4), YFV, CHIKV, MAYV e ZIKV e, em seguida, os RNAs foram
usados para a reacdo NASBA. Por fim, os produtos da reacdo NASBA foram usados como template para a
reagdo dos biossensores moleculares do tipo “toehold switch”. Os produtos da reagdo foram observados
através da andlise com o auxilio do leitor eletronico optico portatil (PLUM) acoplado a uma camera
fotografica para registro dos resultados durante a incubagdo da reagdo (A). Adicionalmente, o sinal emitido
a partir da conversdo enzimatica da enzima LacZ -> Clorofenol vermelho-B-D-galactopiranosideo foi
mensurado ao longo do tempo de incubagdo da reagdo (B). A fim de comparar os resultados dos
biossensores moleculares com a RT-qPCR, as mesmas dilui¢des do RNA foram diretamente testadas. NTC
(controle sem molde): dgua. Cor amarela: amostras negativas para o ZIKV; Cor roxa: amostras positivas
para o ZIKV.
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8.3.2 Sensibilidade analitica dos biossensores moleculares para deteccao do ZIKV

Para calcular a sensibilidade analitica dos biossensores moleculares em detectar o
ZIKV, foi realizada uma dilui¢do seriada na base de 10 vezes do RNA viral extraido a
partir do sobrenadante de células infectadas com o ZIKV. O stock viral do ZIKV
empregado para o ensaio de sensibilidade havia sido previamente titulado por ensaio de
placa, cujo titulo foi utilizado como referéncia para a diluigdo. Apds a extragdo, o RNA
foi diluido e, na sequéncia, os RNAs foram utilizados como template para a reagao
NASBA e, posteriormente, testados através dos biossensores moleculares. Os
biossensores moleculares foram capazes de detectar o ZIKV em um largo espectro de
concentragdes do virus (de 10 PFU a 10! PFU), incluindo concentra¢des encontradas em
pacientes infectados com baixa carga viral. Adicionalmente, as mesmas dilui¢des do
RNA do ZIKV foram diretamente testadas pelo método amplamente utilizado para o
diagnostico molecular do ZIKV descrito por Lanciotti et al. 2008 (LANCIOTTI et al.,
2008). Para a RT-gPCR, o limite de detecgdo foi de 10! com valor de Cq 35,7 (Figura 37).
Em conjunto, esses resultados demonstraram que os biossensores moleculares apresentam
sensibilidade similar quando comparada a RT-qPCR para a detec¢cdo molecular do ZIKV

em amostras de pacientes.
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Figura 37 - Sensibilidade analitica do biossensores moleculares para a detecgdo do ZIKV.
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Fonte: O autor.

Legenda: A sensibilidade dos biossensores moleculares foi determinada com base na ultima dilui¢do em
que o genoma viral foi detectado através do teste. Para o ensaio de sensibilidade analitica, foi realizada uma
diluigdo seriada do RNA extraido do sobrenadante celular do ZIKV (PE243) na base de 10 vezes (10° PFU
a 10° PFU) em 4gua e, na sequéncia, as dilui¢des foram utilizadas para a reagio NASBA. Em seguida, os
produtos da reacdo NASBA foram usados como femplate para a reacdo dos biossensores moleculares do
tipo “toehold switch”. Os produtos da reagdo foram observados através da analise com o auxilio do leitor
eletronico optico portatil (PLUM) acoplado a uma camera fotografica para registro dos resultados durante
a incubagdo da reacdo (A). Adicionalmente, o sinal emitido a partir da conversdo enzimatica da enzima
LacZ -> Clorofenol vermelho-B-D-galactopiranosideo foi mensurado ao longo do tempo de incubagdo da
reacdo (B). Para comparar os resultados dos biossensores moleculares com a RT-qPCR, as mesmas
dilui¢des do RNA foram diretamente testadas. NTC (controle sem molde): agua. Cor amarela: amostras
negativas para o ZIKV; Cor roxa: amostras positivas para o ZIKV.
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8.3.3 Desempenho diagnostico dos biossensores moleculares para diagnosticar o ZIKV

em amostras de pacientes

Para a validagcdo do desempenho diagnostico dos biossensores moleculares em
diagnosticar em amostras de pacientes, um total de 268 amostras de soro humano foram
obtidas de pacientes com suspeita de infec¢ao por algum arbovirus e, em seguida, testadas
em paralelo através dos biossensores moleculares e RT-qPCR. Amostras com valores de
Cq de <38,0 em pogos duplicados foram consideradas positivas para infeccao por ZIKV
pela RT-qPCR. Do universo total de amostras, 195 foram negativas para ZIKV conforme
determinado pela RT-qPCR e 73 foram positivas. Destas, os biossensores moleculares
foram capazes de detectar o ZIKV em 69 amostras e 199 foram determinadas como
negativas (Figura 38). Também foi possivel observar que os biossensores moleculares
apresentaram quatro amostras com resultados com falso negativos, quando comparado

com a técnica padrao-ouro para o diagndstico molecular do ZIKV.
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Figura 38 - Validagdo do biossensores moleculares para o diagndstico do ZIKV utilizando amostras de
pacientes.
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Fonte: O autor.

Legenda: Um total de 268 amostras de soro humano foi utilizado para a validagdo dos biossensores
moleculares para ZIKV. Os produtos da reagdo foram visualizados através da andlise com o auxilio do
leitor eletronico Optico portatil (PLUM) acoplado a uma camera fotografica para registro dos resultados
durante a incubagdo da reagd@o (A). O sinal emitido a partir da conversdo enzimatica da enzima LacZ ->
Clorofenol vermelho-B-D-galactopiranosideo foi mensurado ao longo do tempo de incubagdo da reagdo

(B).

O desempenho diagnodstico dos biossensores moleculares para o diagndstico
molecular do ZIKV em amostras de pacientes foi avaliado a partir na analise de varios
parametros estatisticos utilizando a técnica de RT-qPCR como método referéncia. Os

biossensores moleculares apresentaram sensibilidade clinica de 94.52% ((IC 95% 88.56%
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a 98.49%) e especificidade clinica de 100% (IC 95% 98.13% a 100%). A prevaléncia do
ZIKV nas amostras testadas foi de 27.24% IC 95% 22.00% a 32.99%). O valor preditivo
positivo foi 100% (IC 95% 76.64% a 96.61%), enquanto o valor preditivo negativo foi
97.99% (IC 95% 94.95% a 99.22%). A acuridcia geral dos biossensores, quando
comparada com a RT-qPCR, foi 95.24% (IC 95% 96.22% a 99.59%) (Tabela 4). Juntos,
esses resultados evidenciam o potencial dos biossensores moleculares validados ao longo
deste trabalho como uma ferramenta promissora do tipo POC para o diagnéstico do ZIKV

em amostras clinicas.

Tabela 4 - Desempenho diagnostico do biossensores moleculares do tipo “foehold switch™ para detecgao
do ZIKV em amostras de pacientes.

RT-qPCR+  RT-qPCR - Total
Biossensores moleculares + 69 0 69
Biossensores moleculares - 4 195 199
Total 73 195 268
Sensibilidade 94.52 % (IC 95% 88.56% a 98.49%)
Especificidade 100 % (IC 95% 98.13% a 100%)
Prevaléncia do ZIKV 27.24% (IC 95% 22.00% a 32.99%)
Valor Preditivo Positivo 100 % (IC 95% 76.64% a 96.61%)
Valor Preditivo Negativo 97.99 % (IC 95% 94.95% a 99.22%)
Acuracia 98.51% (IC 95% 96.22% a 99.59%)

Fonte: O autor.
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8.4 Avaliacio dos biossensores moleculares para o diagndstico molecular do CHIKV

Dado o sucesso dos biossensores moleculares desenvolvidos e validados para o
ZIKV, procuramos demonstrar o potencial dos sensores baseados em circuitos de genes
programaveis para detectar outros patdgenos virais. Como alternativa de demonstracdo
da versatilidade diagnodstica, foi utilizado como alvo o CHIKV, outro arbovirus
emergente no Brasil e que tém se espalhado rapidamente pelo globo nos ultimos anos,
causando surtos e epidemias em larga escala em diversos paises do hemisfério sul
resultando em uma elevada morbidade, provocando assim, implicagdes graves para os

servigos de saude dos paises acometidos.

8.4.1 Especificidade analitica dos biossensores moleculares para detec¢do do CHIKV

A fim de avaliar a especificidade dos biossensores moleculares em detectar apenas
o CHIKYV em sobrenadante celular, a plataforma foi testada frente a outros arbovirus
endémicos no Brasil, incluindo DENV-1 (PE/97-42735), DENV-2 (PE/95- 3808),
DENV-3  (PE/02-95016), DENV-4 (PE/10-0081), YFV (17DD), MAYV
(BR/Sinop/H307/2015), CHIKV (PE2016-480) ¢ CHIKV (PB302). Para tanto, o RNA
viral foi extraido a partir do sobrenadante celular de todos os arbovirus descritos acima e,
em seguida, diretamente testados. Os biossensores moleculares detectaram
especificamente apenas o CHIKV, conforme demonstrado na figura 35. Esses resultados
foram confirmados por RT-qPCR, em que o valor de Cq (média de pogos testados em
duplicata) para a amostra positiva para o CHIKV foi de 11,8 para a cepa PE2016-480 e
10,9 para a cepa PB-302 (Figura 39). Assim, estes resultados sugerem que os biossensores
validados ao longo deste trabalho sdo altamente especificos para a detec¢do do CHIKV

frente a outros arbovirus endémicos na Ameérica Latina.
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Figura 39 - Especificidade analitica dos biossensores moleculares para a detecgdo do CHIKV.
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Fonte: O autor.

Legenda: Foi realizada a extragdo do RNA a partir do sobrenadante celular de diferentes arbovirus
circulantes no Brasil incluindo DENV (1-4), YFV, CHIKV, MAYV e ZIKV e, em seguida, os RNAs foram
usados para a reagdo NASBA. Apds a reacdo NASBA, os produtos da reagdo foram empregados como
template para a reagdo dos biossensores moleculares do tipo “toehold switch”. Os produtos da rea¢ao foram
analisados através da analise com o auxilio do leitor eletronico optico portatil (PLUM) acoplado a uma
camera fotografica para registro dos resultados durante a incubagao da reagdo (A). Adicionalmente, o sinal
emitido a partir da conversdo enzimatica da enzima LacZ -> Clorofenol vermelho-f-D-galactopiranosideo
foi mensurado ao longo do tempo de incubagdo da reacdo (B). As mesmas diluigdes do RNA foram
diretamente testadas em paralelo com a RT-qPCR com o objetivo de comparar os resultados dos
biossensores moleculares com o método padrao-ouro para o diagnostico do CHIKV em amostras clinicas.
NTC (controle sem molde): agua. Cor amarela: amostras negativas para o CHIKV; Cor roxa: amostras
positivas para o CHIKV.



118

8.4.2 Sensibilidade analitica dos biossensores moleculares para detec¢do do CHIKV

Para analisar a sensibilidade analitica (limite de detecgdo - LOD) dos biossensores
moleculares para deteccdo do CHIKYV, foi realizada uma diluicdo seriada do RNA viral
na base de 10 vezes extraido a partir do sobrenadante celular variando de 10° PFU a 107
PFU. Como resultado, os biossensores moleculares foram capazes de detectar o CHIKV
em uma ampla faixa de concentra¢des (de 10° PFU a 10' PFU). Em seguida, as mesmas
dilui¢des foram testadas através da RT-qPCR. A sensibilidade analitica da RT-qPCR foi
observada apenas até 10° PFU com valor de Cq de 37,0 (Figura 40). Em conjunto, esses
resultados demonstraram que os biosssensores moleculares sdo 10 vezes menos sensiveis
quando comparados a RT-qPCR, técnica padrio-ouro atualmente utilizada para o

diagnostico molecular do CHIKV em amostras clinicas.
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Figura 40 - Sensibilidade analitica dos biossensores moleculares para a detec¢do do CHIKV.
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Fonte: O autor.

Legenda: A sensibilidade dos biossensores moleculares para a detecgdo do CHIKYV foi calculada com base
na ultima dilui¢do em que o genoma viral foi detectado através do ensaio. Para o experimento de
sensibilidade analitica, foi realizada uma dilui¢do seriada do RNA extraido do sobrenadante celular do
CHIKYV (PE2016-480) na base de 10 vezes (10° PFU a 10 PFU) em 4gua. Na sequéncia, as dilui¢des foram
utilizadas para a reacdo NASBA. Apds o término, os produtos da reacio NASBA foram utilizados como
template para a reagdo dos biossensores moleculares do tipo “toehold switch”. Os produtos da rea¢ao foram
visualizados através da analise com o auxilio do leitor eletronico 6ptico portatil (PLUM) combinado a uma
camera fotografica para registro dos resultados durante a incubagdo da reacdo (A). Além disso, o sinal
emitido a partir da conversao enzimatica da enzima LacZ -> Clorofenol vermelho-f-D-galactopiranosideo
foi mensurado ao longo do tempo de incubagdo da reacdo (B). As mesmas diluigdes do RNA foram
diretamente testadas em paralelo com a RT-qPCR com o intuito de comparar os resultados dos biossensores
moleculares com o método padrao-ouro para o diagndstico do CHIKV em amostras clinicas. NTC (controle
sem molde): agua. Cor amarela: amostras negativas para o CHIKV; Cor roxa: amostras positivas para o
CHIKV.
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8.4.3 Desempenho diagndstico dos biossensores moleculares para diagnosticar o CHIKV

em amostras de pacientes

Por fim, a validacdo do desempenho diagndstico dos biossensores moleculares em
diagnosticar o CHIKYV foi realizada usando amostras clinicas obtidas de pacientes com
suspeita de infeccdo por arbovirus no estado de Pernambuco, Brasil. Um total de 65
amostras de soro duplamente cegas foram testadas em paralelo através dos biossensores
moleculares e RT-qPCR. O valor de Cq nessas amostras variou de 19,6 a> 40,0 e as
amostras com valores Cq de <37,0 em pogos duplicados foram consideradas positivas
para CHIKYV pela RT-qPCR (LANCIOTTI; KOSOY; LAVEN; PANELLA et al., 2007).
Destas, 53 amostras foram negativas para CHIKV conforme determinado pelo os
biossensores moleculares e 12 foram positivas. Do nimero total de 65 amostras clinicas,
a RT-qPCR foi capaz de detectar o CHIKV em 13 amostras, enquanto 52 amostras foram
determinadas como negativas (Figura 41). Em conjunto, esses resultados demonstraram
apenas um resultado falso negativo e nenhum resultado falso positivo em todas as

amostras testadas durante a validagao.
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Figura 41 - Validacdo do biossensores moleculares para o diagnéstico do CHIKV empregando amostras
de pacientes.
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Fonte: O autor.

Legenda: Um total de 65 amostras de soro obtidas de pacientes foram empregadas para a validagao dos
biossensores moleculares para o diagnostico do CHIKV. Os produtos da reagdo foram observados através
da analise com o auxilio do leitor eletronico optico portatil (PLUM) acoplado a uma camera fotografica
para registro dos resultados durante a incubacdo da reacdo (A). O sinal emitido a partir da conversdo
enzimatica da enzima LacZ -> Clorofenol vermelho-B-D-galactopiranosideo foi mensurado ao longo do
tempo de incubagao da reagao (B).
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O desempenho diagndstico dos biossensores moleculares para a detec¢do do
CHIKYV em amostras de pacientes foi inferido a partir da analise de varios parametros
estatisticos usando a RT-qPCR como teste de referéncia para a comparagdo. Os
biossensores moleculares apresentaram uma sensibilidade clinica de 92.31% (IC 95%
63,97% a 99,81%) e especificidade clinica de 100% (IC 95% 93,15% a 100%). A
prevaléncia geral de CHIKV nas amostras foi de 20,00% (IC 95% 11,10% a 31,77%). O
valor preditivo positivo deste ensaio foi de 100% e o valor preditivo negativo foi 98,11%
(IC 95% 88,78% a 99,71%). A acuracia dos biossensores moleculares para deteccio do
CHIKYV foi de 98,46% (IC 95% 91,72% a 99,96%) (Tabela 5), destacando o potencial
dos biossensores moleculares como uma ferramenta promissora para o diagnostico do

CHIKYV em amostras de pacientes.

Tabela 5 - Desempenho diagnostico do biossensores moleculares do tipo “foehold switch” para detecgdo
do CHIKYV em amostras de pacientes.

RT-qPCR+ RT-qPCR - Total

Biossensores moleculares + 12 0 12
Biossensores moleculares - 1 52 53
Total 13 52 65
Sensibilidade 92.31% (IC 95% 63.97% a 99.81%)
Especificidade 100 % (IC 95% 93.15% a 100%)
Prevaléncia do CHIKV 20.00% (IC 95% 11.10% a 31.77%)
Valor Preditivo Positivo 100 %

Valor Preditivo Negativo 98.11% (IC 95% 88.78% a 99.71%)
Acuracia 98.46% (IC 95% 91.72% a 99.96%)

Fonte: O autor.
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8.5 Avaliacao do método alternativo de extracio do RNA baseado em fervura

acoplado a técnica de RT-qPCR para a deteccio molecular do ZIKV

A RT-gPCR, ¢ a técnica padrao-ouro utilizada para o diagnodstico molecular do
ZIKV em amostras de pacientes. Entretanto, o atual protocolo de testagem de amostras
clinicas envolve a etapa de extragdo do RNA, cujo procedimento ¢ oneroso ¢ demanda
bastante tempo para execucao, o que acaba limitando a realizacdo deste procedimento em
laboratérios que ndo possuem infraestrutura adequada ou kits disponiveis. Neste contexto,
existe a necessidade do desenvolvimento de protocolos de diagnostico mais simples que
tenham como objetivo reduzir etapas de processamento e minimizar custos. A fim de
atender esta demanda e acelerar o protocolo de testagem das amostras de pacientes, foi
otimizado e validado um método alternativo de extracdo de RNA baseado em fervura
acoplado a técnica de RT-qPCR para o diagnostico do ZIKV (Figura 42).

Figura 42 - Esquema do método alternativo de extragdo do RNA acoplado a técnica de RT-qPCR para a
deteccdo do ZIKV.
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Fonte: O autor. Criado com Biorender.com
Legenda: O protocolo padrdo-ouro para o diagndstico molecular do ZIKV através da RT-qPCR exige varias
etapas partindo da coleta da amostra, extragdo do RNA empregando kits comerciais, preparagdo da placa e
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reagdo através de equipamento. Por outro lado, o protocolo alternativo proposto neste trabalho com o
objetivo de acelerar o tempo de liberagdo do resultado e diminuir o custo do processo elimina a etapa de
extragdo do RNA através de kits comerciais. O processo alternativo envolve a fervura das amostras durante
5 minutos a 65°C. Apds esse procedimento, as amostras sdo inseridas como template na placa de reagao.

8.5.1 Otimiza¢do do método alternativo de extragdo do RNA do ZIKV baseado em

fervura

Inicialmente, foram preparadas varias aliquotas a partir do mesmo estoque do
ZIKV (PE243). Na sequéncia, todos os sobrenadantes foram aquecidos sob diferentes
temperaturas (55°C, 65°C, 75°C, 85°C e 95°C) e tempos de incubagdo (5 min, 15 min,
30 min e 60 min). Apos o tratamento térmico, os produtos obtidos foram empregados
como template para a reacdo de RT-qPCR e submetidos ao ensaio de placa a fim de avaliar
se o tratamento por calor foi capaz de inativar o ZIKV. Os maiores objetivos desta
otimiza¢do foram: 1) determinar a melhor combinacdo de tempo e temperatura que
pudesse ser garantir a liberagdo do RNA viral das amostras; 2) avaliar se a condi¢ao
escolhida seria capaz de inativar o virus. Baseado nesse pressuposto, a tabela 6 demonstra
os valores de Cq para cada condi¢ao de tratamento térmico testada. De forma geral, todas
as condi¢des avaliadas durante a otimizacdo foram capazes de lizar a particula viral e
liberar o RNA, conforme demonstrado na tabela 6. Além disso, foi demonstrado que
dependendo do tempo e da exposicao a temperatura, os valores de Cq variaram entre as
amostras testadas. Quanto maior a temperatura e tempo de aquecimento, maior foram os
valores de Cq reportados através da RT-qPCR. Os valores de Cq nas amostras testadas
variaram de 12,88 a 23,00, o que inferir que a condi¢do de tratamento térmico escolhida

pode afetar a sensibilidade do ensaio RT-qPCR.

Em relacdo ao ensaio de placa para avaliar se o ZIKV presente nas amostras havia
sido inativado, o titulo do estoque viral sem nenhum tratamento térmico foi 1.5 x 107
PFU/mL. Com exce¢do das condigdes (55 °C por 5 minutos e 55 °C por 15 minutos),
todas as outras condi¢des testadas foram capazes inativar o ZIKV (Tabela 6). Estes
resultados do ensaio de placa para cada condigdo testadas durante a otimizacdo sdo
reportados na figura 43. Adicionalmente, as amostras que passaram pelo tratamento
térmico foram inoculadas em cultura celular (células Vero) durante trés passagens. Ao
final das trés passagens, foi observado efeito citopatico apenas no controle positivo

(estoque viral sem passar pelo tratamento térmico) e nas condi¢des 55 °C por 5 minutos
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e 55 °C por 15 minutos, respectivamente (Tabela 6). Juntos, esses resultados indicam que

o ZIKV ¢é muito sensivel a inativagao térmica.

Tabela 6 - Ensaio de liberagdo do RNA do ZIKV através do tratamento térmico.

Pré-tratamento  Titulagio do RT-qPCR - Células
ZIKV? Valor de Cq
(PFU/mL)  (Média = SD)
Passagem 1 Passagem 2 Passagem 3

Sem fervura 1.5x 107 11.64+0.11 D D D

5 min por 55°C <15 12.88 £0.21 D D D
15 min por 55°C <5 13.56 £ 0.32 D D D
30 min por 55°C ND 13.52+£0.26 ND ND ND
60 min por 55°C ND 14.19£0.29 ND ND ND
5 min por 65°C ND 13.12 £ 0.05 ND ND ND
15 min por 65°C ND 13.71 £ 0.49 ND ND ND
30 min por 65°C ND 13.62+£0.17 ND ND ND
60 min por 65°C ND 14.41 £0.20 ND ND ND
5 min por 75°C ND 13.05 £0.36 ND ND ND
15 min por 75°C ND 13.51+£0.42 ND ND ND
30 min por 75°C ND 14.68 +£0.24 ND ND ND
60 min por 75°C ND 16.06 £ 0.22 ND ND ND
5 min por 85°C ND 13.08 £ 0.38 ND ND ND
15 min por 85°C ND 14.27 £ 0.37 ND ND ND
30 min por 85°C ND 15.60 £0.17 ND ND ND
60 min por 85°C ND 18.20 £ 0.06 ND ND ND
5 min por 95°C ND 13.61 £0.31 ND ND ND
15 min por 95°C ND 15.26 £ 0.09 ND ND ND
30 min por 95°C ND 18.04 £0.08 ND ND ND
60 min por 95°C ND 23.00 £0.27 ND ND ND

ND: ndo detectado
PFU/mL: unidade formadora de placa
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Figura 43 - Inativagao por fervura do ZIKV confirmado por ensaio de placa.
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Fonte: O autor.
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Legenda: Imagens demostrando o numero de unidades formadoras de placa (PFU) observadas apos o
tratamento prévio do sobrenadante de células infectadas com o ZIKV sob diferentes temperaturas (55°C,
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65°C, 75°C, 85°C e 95°C) e tempos de incubagdo (5 min, 15 min, 30 min e 60 min). Apds o tratamento
térmico, os produtos obtidos foram submetidos ao ensaio de placa a fim de avaliar se o tratamento por calor
foi capaz de inativar o ZIKV.

8.5.2 Desempenho diagndstico do método alternativo de extragdo do RNA baseado em

fervura para diagnosticar o ZIKV em amostras clinicas

Para a validagdo do desempenho diagndstico do método alternativo de extrag@o
do RNA baseado em fervura para diagnosticar o ZIKV em amostras de pacientes, um
total de 205 amostras foram obtidas de pacientes com suspeita de infeccdo por algum
arbovirus. Na sequéncia, todas as amostras testadas em paralelo seguindo através dois
fluxogramas: 1) tratamento térmico em 65°C durante 5 minutos seguido da reagdo de RT-
qPCR; 2) extracdo do RNA através do kit comercial (QIAamp Viral RNA Mini Kit,
QIAGEN) seguido da reacao de RT-qPCR. Apods ambos os procedimentos, os produtos
foram inseridos como template na placa de reacdo. Amostras com valores de Cq de <38,0
em pogos duplicados foram consideradas positivas para infec¢do por ZIKV pela RT-
qPCR. Do numero total de amostras, 160 foram negativas para o ZIKV e 45 foram
positivas conforme determinado pelo protocolo de RT-qPCR utilizando kit de extracao
de RNA. Destas, quando testadas através do método alternativo de extracdo baseado em
fervura, 40 amostras foram consideradas positivas e 165 foram determinadas como
negativas (Figura 44). Em conjunto, esses resultados revelaram apenas seis resultados
falso negativos e um resultado falso positivo em todas as amostras testadas durante a

validagao.
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Figura 44 - Valores de Cq obtidos a partir de amostras submetidas aos dois métodos de extragdo avaliados
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Fonte: O autor.

Legenda: Um total de 205 amostras de pacientes foram utilizadas para a validagdo do método alternativo
de extracdo do RNA baseado em fervura (65°C por 5 minutos) para diagnosticar o ZIKV. Para comparagao,
foi empregado o protocolo padrao-ouro empregando extragdo do RNA através de kit comercial (QIAamp

Viral RNA Mini Kit, QIAGEN) seguido da RT-qPCR.
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O desempenho diagnostico do método alternativo baseado em fervura para
detec¢do do ZIKV em amostras de pacientes foi inferido a partir da analise de varios
parametros estatisticos usando o protocolo RT-qPCR referéncia empregando kits de
extracdo de RNA comercial para a comparagdo. O método de extragdo baseado em
fervura apresentou uma sensibilidade clinica de 86.67% (IC 95% 73.21% a 94.95%) e
especificidade clinica de 99,38% (IC 95% 96.57% a 99.98%). A prevaléncia geral do
ZIKV nas amostras foi de 21,95% (IC 95% 16.48% a 28.25%). O valor preditivo positivo
deste protocolo foi de 97,50% (IC 95% 84.64% a 99.64%) e o valor preditivo negativo
foi 96,36% (IC 95% 92.64% a 98.24%). A acuracia geral do método alternativo de
extragcdo baseado em fervura para detec¢do do ZIKV foi de 96,59% (IC 95% 93.09% a
98.62%) (Tabela 7), destacando o potencial do método de extracao baseado em fervura
como um método alternativo aos kits de extragdo vendidos comercialmente. Juntos, esses
resultados revelam um protocolo de extragdo promissor com possibilidade de aplicagdo

especialmente em areas remotas € com baixa infraestrutura laboratorial.

Tabela 7 - Desempenho diagndstico do método alternativo baseado em fervura para detec¢do do ZIKV
em amostras de pacientes.

Kit + Kit - Total
Fervura + 39 1 40
Fervura - 6 159 165
Total 45 160 205
Sensibilidade 86.67% (IC 95% 73.21% a 94.95%)
Especificidade 99.38 % (IC 95% 96.57% a 99.98%)
Prevaléncia do CHIKV 21.95% (I1C 95% 16.48% a 28.25%)
Valor Preditivo Positivo 97.50 % (IC 95% 84.64% a 99.64%)
Valor Preditivo Negativo 96.36% (IC 95% 92.64% a 98.24%)
Acuricia 96.59% (IC 95% 93.09% a 98.62%)

Fonte: O autor.
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9 DISCUSSAO

Dada a rapida disseminagdo do ZIKV e CHIKYV nas Américas, ensaios do tipo
point-of-care sdo urgentemente necessarios para auxiliar no monitoramento dos casos de
pacientes infectados (SILVA; PARDEE; PENA, 2019). Em areas que apresentam a
circulacao de varios arbovirus (ZIKV, DENV e CHIKYV), como ¢ o caso do Brasil,
monitorar a atividade dos virus e a incidéncia das doengas ocasionadas por eles representa
uma etapa fundamental para evitar possiveis surtos e epidemias (MUSSO; KO; BAUD,
2019). Além disso, a identificagdo precoce da infeccdo do virus diretamente no campo
apos a coleta da amostra do paciente ¢ uma etapa critica para conter a disseminagao destes
arbovirus (NICOLINI; MCCRACKEN; YOON, 2017). Apesar do ZIKV e CHIKV terem
chegado ao Brasil em 2013 e 2014, respectivamente, o pais ainda depende de testes
baseados na RT-qPCR para diagnosticar a infec¢do nos pacientes. A disponibilidade de
testes para o diagndstico de arboviroses foi ainda mais desafiadora durante a pandemia
de COVID-19, uma vez que a maior parte dos reagentes e kits de diagnostico foram
redirecionados para a detec¢do de SARS-CoV-2, o agente etioldégico da COVID-19
(SILVA; MAGALHAES; PENA, 2021).

Enquanto a epidemia de Zika nas Américas passa, a necessidade de diagnostico
do ZIKYV permanece e, de acordo com um relatorio do Programa de Desenvolvimento das
Nagdes Unidas, espera-se que o ZIKV se torne endémico na América Latina (UNDP,
2017). Essa previsao ¢ apoiada por casos confirmados de Zika em 2020, que, somente no
Brasil, totalizaram aproximadamente 7.000 individuos (SAUDE, 2020). A transmissio
continua em baixas taxas em todas as Américas e atualmente também ¢ uma preocupacao
no Sul da Asia44. Embora a disseminagdo do virus ndo seja atualmente uma preocupagio
urgente, estima-se que 2,6 bilhdes de pessoas vivam em regides do mundo que poderiam
estabelecer a transmissao local do Zika (BOGOCH et al., 2016), com base na presenca
de mosquitos vetores competentes e clima adequado. Em 2050, espera-se que quase
metade da populacdo mundial viva em regides de transmissdo de arbovirus como
resultado da disseminacdo do Aedes aegypti devido a urbanizagdo, agdes antropicas € as
mudangas climaticas (KRAEMER et al., 2019). Portanto, a necessidade continua de testes
para o ZIKV e CHIKV e o risco de surtos futuros de infec¢do tornam esses virus
excelentes exemplos para o desenvolvimento de plataformas do tipo POC.

O diagnodstico clinico da infec¢do do ZIKV e CHIKV com base apenas nos sinais

clinicos ¢ muito dificil, especialmente em paises onde varios arbovirus sdo considerados
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endémicos e a confirmagao definitiva requer testes laboratoriais. Atualmente, a RT-qPCR
¢ considerada o método molecular padrao-ouro para o diagnostico laboratorial do ZIKV
e CHIKYV. Entretanto, a RT-qPCR possui varias limitagdes que impedem a sua aplicagao
em ambientes remotos ou que possuem baixa infraestrutura laboratorial. Neste trabalho,
desenvolvemos e validamos duas plataformas de diagnéstico do topo POC (RT-LAMP e
biossensores moleculares) para o diagnostico de ZIKV que pode ser implantado em
ambientes com poucos recursos. Demonstrando a programabilidade e extensibilidade de
ambas as plataformas de diagnostico, alcancamos um desempenho de diagnostico
semelhante para a detec¢do do CHIKV em soro, saliva, urina e amostras de mosquitos.
As plataformas demonstraram alta sensibilidade e especificidade, permitindo assim, o
diagnostico rapido do ZIKV e CHIKV mesmo na auséncia de extracdo de RNA ou pré-
tratamento da amostra.

Os ensaios sorologicos sdo outra alternativa para o diagndstico laboratorial do
ZIKV e CHIKYV, mas carecem de especificidade devido a reatividade cruzada do
anticorpo com outros flavivirus, especialmente 0 DENV no caso do ZIKV (LANCIOTTI
et al.,2008). Aqui, nosso ensaio RT-LAMP nao mostrou reatividade cruzada com outros
arbovirus, incluindo CHIKV, YFV ¢ DENV 1-4. Resultados similares foram encontrados
nas plataformas desenvolvidas para ambos os arbovirus, ZIKV e CHIKV. A confirmagao
adicional da especificidade foi fornecida pelo sequenciamento Sanger dos amplicons RT-
LAMP, que confirmou 100% de compatibilidade com o ZIKV ou CHIKV.

Desde o surgimento do ZIKV e CHIKV no hemisfério ocidental, muitos ensaios
LAMP foram desenvolvidos para o diagndstico destes arbovirus emergentes por grupos
de pesquisa em todo o mundo, incluindo procedimentos de uma e duas etapas (LOPEZ-
JIMENA et al., 2018; SILVA; PARDEE; PENA, 2019). O protocolo LAMP de duas
etapas requer a adicdo de uma enzima transcriptase reversa (RT) junto com a DNA
polimerase para amplificacdo e detecgdo do genoma viral. Além disso, o protocolo de
duas etapas necessita de tempos mais longos de processamento, requer amostras
adicionais e manipulacdo de reagentes, o que aumenta a probabilidade de erros de
pipetagem e contaminacao (SILVA et al., 2019; SILVA; PARDEE; PENA, 2019). A fim
de superar estas desvantagens do protocolo de duas etapas, nds empregamos a Bst 3.0
DNA polimerase 3.0 WarmStart devido ao fato de ser uma enzima que permite que o
ensaio seja realizado em um protocolo de uma etapa sem extracdio de RNA ou pré-

tratamento da amostra. Isto ¢ possivel porque a enzima Bst 3.0 tem atividades de
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transcriptase reversa ¢ DNA polimerase na incubagdo em temperatura fixa. Além disso,
essa enzima mantém seu desempenho mesmo na presenga de inibidores de amplificagao
e permanece estavel a temperatura ambiente em comparacdo com outros protdtipos da
enzima Bst (DNA polimerase Bst de tipo selvagem ou DNA polimerase Bst 2.0) (SILVA;
PARDEE; PENA, 2019; TIAN et al., 2016). Apesar de sua resisténcia a presenga de
inibidores, descobrimos que as amostras com alta concentra¢do de sémen parecem ter um
efeito na amplificacdo do alvo, o que pode ser devido a presenca de inibidores no sémen
que sao conhecidos por afetar outras polimerases de DNA (LERUEZ-VILLE et al., 2000).

Outra potencial limitacdo dos métodos moleculares ¢ detectar cargas virais baixas
em amostras infectadas pelo ZIKV e CHIKV. Isso torna muito mais dificil confirmar a
infecgdo pelo ZIKV em amostras de pacientes, mesmo usando o RT-qPCR (KUROSAKI
et al., 2017). Wang et al. desenvolveu um teste diagndstico baseado em RT-LAMP para
detecgdo de ZIKV em amostras humanas. O limite de deteccdo deste ensaio foi
determinado em 0,02 PFU/mL utilizando soro, urina ¢ saliva (WANG et al., 2016). Tian
et al. também relataram um ensaio baseado em RT-LAMP combinado com
susceptometria AC em uma reagdo portatil e o LOD foi determinado como sendo 1 aM
(aM: 1078 mol por litro) usando soro humano com oligonucleotideos sintéticos de ZIKV
(TTIAN et al., 2016). Estes ensaios foram capazes de detectar baixas concentragdes de
ZIKV, mas os experimentos ¢ a avaliagdo do desempenho do ensaio foram realizados
apenas com amostras infectadas experimentalmente.

Além disso, vérios estudos baseados no ensaio RT-LAMP relataram que a
sensibilidade analitica ¢ menor ou semelhante quando comparada a RT-qPCR
(KUROSAKI et al., 2017; WANG et al., 2016). Em contraste, desenvolvemos um ensaio
RT-LAMP para detec¢ao de ZIKV em amostras de mosquitos do Brasil, que foi capaz de
detectar até 10> PFU. Isso representou uma sensibilidade analitica 10.000 vezes maior
em comparacdo com a RT-qPCR (SILVA et al., 2019). Em amostras humanas, nosso
ensaio foi 100 vezes mais sensivel do que RT-qPCR. No ultimo trabalho, o virus foi
diluido em soro, enquanto no primeiro trabalho o virus foi adicionado em lisado de
mosquito e entdo diluido seriadamente em 4gua antes de executar o RT-LAMP. As razdes
para a diminui¢do da sensibilidade do ensaio em amostras humanas em comparacdo com
amostras de mosquitos ndo sdo claras, mas moléculas presentes no soro, como IgG,
hemoglobina e lactoferrina, sdo conhecidas por inibirem diretamente as DNA polimerases

(AL-SOUD; RADSTROM, 2001). No entanto, os resultados obtidos ao longo deste



133

trabalho demostraram que a sensibilidade analitica do ensaio RT-LAMP ¢ superior a RT-
qPCR, corroborando com resultados encontrados em outros estudos (ESCALANTE-
MALDONADO et al., 2019; LAMB et al., 2018). Semelhante ao ZIKV, também foi
demonstrado que o nosso sistema baseado no RT-LAMP para deteccio do CHIKV
também ¢ mais sensivel do que a RT-qPCR para a detec¢do do CHIKV. Ha uma série de
razdes que podem explicar a variacdo na sensibilidade analitica dos ensaios RT-LAMP
em diferentes estudos, incluindo diferengas em protocolos (protocolo de uma e duas
etapas), primers, enzimas e fornecedores de reagentes de pesquisa, métodos de leitura e
tipo de amostra biologica (SILVA; PARDEE; PENA, 2019).

O desempenho dos ensaios LAMP para deteccdo de ZIKV em amostras de
pacientes foi avaliado e comparado ao método padrao-ouro (RT-qPCR) em diversos
estudos (CALVERT et al., 2017; CHOTIWAN et al., 2017; KUROSAKI et al., 2017)
54,57,61,62. Aqui, validamos o ensaio RT-LAMP utilizando 100 amostras de soro
obtidas de pacientes com casos suspeitos de infecgdo pelo ZIKV no estado de
Pernambuco, Brasil, que foi considerado o epicentro da tltima epidemia de Zika. O ensaio
RT-LAMP desenvolvido neste estudo apresentou sensibilidade clinica de 100%,
especificidade clinica de 93,75% e acurécia geral de 95,00% em comparagdo com a RT-
qPCR. Utilizando 100 amostras clinicas para a validacio do RT-LAMP para o
diagnéstico do CHIKYV, foi observado uma acuréacia geral de 95,24%, destacando assim,
o potencial promissor do RT-LAMP para o diagndstico molecular de qualquer patdégeno
viral em amostras clinicas. Juntos, estes resultados apontam que a nossa plataforma tem
potencial para ser usado como uma alternativa de diagnostico para a detec¢do de ZIKV e
CHIKYV em amostras humanas e amostras de mosquitos.

Apesar das vantagens do RT-LAMP para o diagnostico de POC, a possibilidade
de contaminagdo cruzada de produtos ¢ considerada um grande desafio com este sistema
(PARIDA et al., 2008). A razdo para esta possivel contaminagdo cruzada ainda ndo foi
totalmente elucidada, mas a chance de contaminagao ¢ maior quando as tampas dos tubos
de reacdo sdo abertas no final do tempo de incubagdo para adicionar corante para
visualizacao do resultado (LAU et al., 2010). Além disso, varios estudos relataram que
SYBR, quando adicionado antes da incubagdo junto com os outros reagentes, pode inibir
as reagoes LAMP (GUDNASON et al., 2007; SALANT,; ABBASI; HAMBURGER,
2012). Para superar isso, a Uracil DNA Glicosilase (UDG) ou capsula de corante de agar
tém sido utilizadas (KARTHIK et al., 2014; TANG; CHEN; DIAO, 2016). Porém, essas
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estratégias aumentam o custo da reag@o e tornam a técnica mais trabalhosa. Para resolver
essas questdes, realizamos reagdes RT-LAMP adicionando 1 pL de SYBR Green I ao
centro das tampas dos tubos antes do tempo de incubacdo com base no tubo fechado. Nao
tivemos resultados falso-positivos durante o processo de desenvolvimento e validacao.
Além disso, a fim de produzir resultados confidveis e reduzir os resultados falso-
positivos, otimizamos todos os parametros e condigdes do ensaio ZIKV RT-LAMP,
incluindo concentragio de Mg**, concentragdo de dNTPs, concentragio de enzima,
primers, reacdo em tempo e reagdo em temperatura.

Aqui, padronizamos e validamos um ensaio RT-LAMP de uma etapa combinado
com a estratégia baseada em tubo fechado e demonstramos que o ensaio ¢ sensivel,
especifico e pratico para a detec¢do de ZIKV. Empregando o sistema desenvolvido para
o ZIKV como modelo, noés também desenvolvemos e validamos um sistema baseado no
RT-LAMP para a deteccdo do outro arbovirus emergente no Brasil, o CHIKV. A
simplicidade e a alta eficiéncia do ensaio RT-LAMP para amplificar rapidamente o
DNA/RNA em condig¢des isotérmicas sugere que o RT-LAMP pode ser uma alternativa
promissora para o diagndstico de doengas virais. Além disso, nossa estratégia ¢ capaz de
reduzir drasticamente a contaminag¢do cruzada, quando em relagdo aos métodos
anteriores. O custo por reacao foi inferiora $ 1 USD, que é consideravelmente mais barato
do que RT-qPCR ($ 10 USD). Nosso ensaio POC ¢ adequado e representa uma 6tima
alternativa para o diagnostico de pacientes infectados pelo ZIKV e CHIKYV,
especialmente em areas remotas e com baixa infraestrutura laboratorial.

Ao longo desta tese, também relatamos a validagdo biossensores moleculares
baseados em papel como uma plataforma de diagnostico para o ZIKV e demonstramos o
potencial para aplicagdes mais amplas com validagdo de teste de campo adicional do
CHIKYV (GREEN et al., 2014; PARDEE et al., 2014). Este trabalho também estende o
conceito de hardware com o desenvolvimento de um leitor eletronico portatil e de baixo
custo denominado PLUM (Portable, Low-cost, User-friendly, Multimode) para auxiliar
nas analises dos resultados gerados pelo os biossensores moleculares. O PLUM fornece
um sistema autonomo, automatizado e de utilizagdo para aplicacdes amplas, o que inclui
coleta e analise de dados, incubagdo isotérmica e armazenamento de dados baseado em
nuvem (via Internet).

Essas tecnologias moleculares e de hardware combinadas de propdsito especifico

se reunem para ajudar a mover um ensaio de prova de conceito baseado em laboratério
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para fornecer diagnosticos de baixo custo do tipo POC. Utilizando 268 amostras de
pacientes, descobrimos que o diagndstico do ZIKV em papel poderia fornecer
especificidade e sensibilidade clinica equivalente a RT-qPCR, com uma precisao
diagnéstica de 98,5%. Desempenho semelhante para os biossensores desenvolvidos para
o CHIKYV, o que aponta para uma plataforma facilmente adaptavel. O leitor PLUM
adiciona significativamente ao ensaio de diagnéstico molecular, fornecendo a opgao de
uso portatil e, por meio de limiar de sinal, analise para a discrimina¢do automatica de
amostras positivas e negativas. Isso se traduz em resultados tdo cedo quanto 2,5 horas de
tempo de reacdo (70 minutos NASBA + minimo 75 minutos de reagdes livres de células),
que se compara bem com RT-qPCR tradicional (1,5 horas). E importante ressaltar que o
potencial de deteccdo no ponto de necessidade pode reduzir funcionalmente o tempo
necessario para o diagnostico do paciente de uma escala de dias para horas.

A natureza dos nossos biossensores moleculares baseados em papel também
oferecem beneficios importantes e tem o potencial de servir como um substituto imediato
para RT-qPCR em areas remotas. Como vimos com a crise COVID-19, a natureza
centralizada da RT-qPCR pode limitar o acesso aos diagnosticos e estd sujeita a
interrupcdes na cadeia de suprimentos durante surtos de infeccdo (SILVA;
MAGALHAES; PENA, 2021). Estas mesmas caracteristicas, juntamente com os desafios
de custo e logistica do transporte, também geralmente limitam o acesso a diagndsticos em
paises de baixa e média renda. Embora nio seja usada aqui, nossa tecnologia baseada em
papel mostrou anteriormente ser passivel de liofilizagdo, para distribuigdo sem
refrigeragdo, e reacdes internas a base de lisado de células de E. coli, para teste de baixo
custo (PARDEE et al., 2014; PARDEE et al., 2016; TAKAHASHI et al., 2018). Vemos
diagnosticos emergentes, como biossensores moleculares apresentados aqui, como tendo
um enorme potencial de curto prazo para aumentar a capacidade existente de RT-qPCR,
melhorar a equidade no acesso aos cuidados de saude e ajudar na resposta a crises de
saude publica.

Outros desafios também precisam ser enfrentados para a implementacdo dos
biossensores moleculares como ferramenta de diagndstico. Isso inclui garantir que a
tecnologia de diagndstico em papel seja acessivel. Nosso custo estimado por teste ¢ de $
5,48 (USD) utilizando o preco de reagentes necessdrios para a reacdo. No entanto,
prevemos que esse custo sera reduzido ainda mais em escalas maiores. Isso se compara

bem ao prego do RT-qPCR, que é de $ 11/ reagdo (DA SILVA et al., 2021). E importante
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ressaltar que também vemos a implementacdo da fabricagdo local e distribuida de
reagentes necessarios para os biossensores moleculares (por exemplo, componentes do
NASBA e componentes para expressao de proteinas bacterianas) como crucial para a
realizacdo de muitas das vantagens logisticas e econOmicas de ferramentas de
diagnéstico. O trabalho nisso ja estd em andamento por outros grupos de pesquisa e 0s
esfor¢os de prova de conceito mostram um caminho claro para reagentes de diagnostico
de custo ultrabaixo (ARCE et al., 2021; MCNERNEY et al., 2019; SILVERMAN et al.,
2019). Um recente trabalho de prova de conceito demonstrado no Chile, indicou que o
custo de producdo da reacdo de expressdo de proteina livre de células (5 L) era de 6,9
centavos (USD), que, aqui, substituiria PURExpress ¢ o custo de $ 2,54 relacionado
(USD) (ARCE et al., 2021). E importante ressaltar que o acesso ao diagndstico ndo é
apenas uma consideragdo de custo. Reduzir a carga dos testes diagndsticos por meio da
criagdo de tecnologias que podem ser feitas usando insumos e conhecimentos locais, e
que ndo exigem capital intensivo, serd um grande passo para melhorar a equidade na
saude publica em futuros agravos de satide publica.

Apesar do potencial de grande impacto, desafios técnicos importantes ainda
precisam ser resolvidos antes da implementacdo pratica dos biossensores moleculares e
da RT-qPCR em areas remotas. Assim como para a RT-qPCR, o protocolo empregado
para a validacdo dos biossensores requer que a amostra seja processada antes da reacao,
0 que inclui 0 manuseio de reagentes por usudrios treinados para preparar amostras
(extracdo de RNA) e o preparo das reagdes moleculares. Logo, o desenvolvimento de
técnicas que podem diminuir a preparacdo de amostras e as etapas de manuseio de
liquidos para diagndsticos também sdo essenciais para a aplicacdo pratica das plataformas
de diagnostico desenvolvidas. Com isso em mente, nds desenvolvemos e validamos um
protocolo de extragdo do RNA baseado em fervura. Este protocolo baseado em fervura
possibilita a lise viral “sem custo” e, consequentemente, a liberacdo do material genético
para a maquinaria da reagdo atuar. Protocolos baseados em fervura tem sido empregados
para outros patdgenos virais como CHIKV e SARS-CoV-2 (PASTORINO; BESSAUD;
GRANDADAM et al., 2005; SMYRLAKI et al., 2020). Utilizando o protocolo baseado
em fervura para processamento das amostras antes da execuc¢ao dos ensaios através dos
biossensores moleculares e da RT-qPCR, foi possivel observar uma 6tima performance
do procedimento proposto, sugerindo assim, uma alternativa aos kits de extragdo de RNA

vendidos comercialmente. Juntos, estes resultados que o nosso protocolo ¢ promissor para
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aplicacdo em d4reas com poucos recursos financeiros e com baixa infraestrutura
laboratorial. Importante destacar que o custo por cada extracdo de RNA através de coluna
¢ de $ 4,96 USD, o que representa um gargalo para a testagem em massa das amostras
clinicas.

Outro fator importante para o diagnostico do tipo POC ¢ a incorporacdo de um
controle endogeno para o RNA do paciente (por exemplo, RNase P). Este controle serve
para proteger contra resultados diagnosticos falsos negativos, garantindo que as amostras
diagnosticas contenham RNA de qualidade e quantidade suficientes. Embora tivéssemos
seguido os protocolos padrdao-ouro baseados na RT-qPCR (LANCIOTTI et al., 2007;
LANCIOTTI et al., 2008). No momento de nosso estudo com pacientes em 2019, o
controle endogeno ndo fazia parte da pratica padrdo e, portanto, ndo foi incluido.
Resultados falsos negativos ndo foram um fator significativo neste trabalho. No entanto,
daqui para frente, prevemos que a implementacdo de tais ferramentas no campo
aumentara a complexidade e a robustez dos diagndsticos distribuidos. Juntos, esses sao
desafios solucionaveis, e que a medida que as tecnologias avancem para aplicagdo no
campo.

A medida que o campo da biologia sintética avance cada vez mais em diregdo a
aplicacdo pratica das biotecnologias, este trabalho também contém li¢cdes potenciais para
aqueles que buscam validar outras plataformas de diagndstico (TAN et al., 2021). Como
uma demonstrag¢ao inicial de diagnosticos baseados em circuitos de genes no campo, este
trabalho serve para informar a comunidade emergente de pesquisas de novas ferramentas
de diagnoéstico de baixo custo sobre os desafios de levar tecnologias da bancada para a
aplicacdo pratica no campo. Esta transi¢do e a transferéncia de tecnologia, como nos e
outros descobrimos, traz muitos desafios (KUMAR et al., 2015; NG et al., 2018). Um
deles era como trazer a caracterizagdo Optica de alta capacidade para novos ambientes
para testes distribuidos. Resolvemos isso com o desenvolvimento de um leitor eletronico
portatil (PLUM) e prevemos que esta solugdo de hardware ajudaré nos esforgos futuros
para validar e implementar tecnologias em configuragdes de poucos recursos. Também
houve desafios logisticos significativos em trazer a tecnologia de nosso laboratorio para
os locais de campo. Os estudos que enfocam a validacdo de tecnologias no ponto de
necessidade serdo cada vez mais importantes a medida que a comunidade da biologia
sintética enfrenta os desafios de mover uma tecnologia além do estagio de prova de

conceito e em dire¢do a uma ferramenta pratica que pode impactar o mundo. Dado o baixo
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custo projetado e a baixa carga técnica para operagdo, visualizamos essas € outras
tecnologias semelhantes como uma nova geracao de ferramentas que irdo melhorar o
acesso global aos servicos de diagndstico (GOOTENBERG et al., 2017; JUNG et al.,
2020).
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10 CONCLUSOES

Esse trabalho demonstrou o desenvolvimento e valida¢ao de duas plataformas do
tipo point of care (RT-LAMP e biossensores moleculares) capaz de detectar o ZIKV em
apenas em amostras de pacientes experimentalmente e naturalmente infectadas sem a
necessidade de nenhum tratamento prévio ou extragdo do RNA das amostras. Utilizando
os sistemas desenvolvidos para o ZIKV como moldes, esse trabalho também possibilitou
o desenvolvimento e validacdo de duas plataformas capaz de detectar o CHIKV em
amostras clinicas. As ferramentas de diagnostico descrita ao longo desta tese
demonstraram ser especificas, sensiveis, simples, baixo custo e com performance similar
a técnica padrao-ouro (RT-gPCR) para o diagnostico do ZIKV e CHIKYV,
respectivamente. Por fim, esse estudo também possibilitou o desenvolvimento e validagao
de um método alternativo de extragdo do RNA baseado em fervura acoplado a técnica de
RT-qPCR para a detecgdo molecular do ZIKV. Juntas, essas ferramentas moleculares e
protocolos descritos ao longo desta tese possuem grande potencial de aplicacdo na rotina
laboratorial a fim de trazer melhorias e acessibilidade no diagndstico do ZIKV e CHIKV,

especialmente para areas com baixa infraestrutura laboratorial, como € o caso do Brasil.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o (a) Sr (a) para participar da Pesquisa “Validacido de Sensores
Moleculares para a Deteccio Gendomica do Zika Virus”, sob a responsabilidade do
pesquisador (a) Dr. Lindomar José Pena (Telefone para contato 081-2123-7849).

Se decidir participar dela, por favor, leia este documento com bastante aten¢ao antes de
assina-lo. Caso haja alguma palavra ou frase que o senhor (a) ndo consiga entender,
converse com a pesquisador(a) responsavel pelo estudo ou com um membro da equipe
desta pesquisa para esclarecé-los. A proposta deste Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) ¢ explicar o estudo e solicitar a sua permissdo para participar do
mesmo.

Essa pesquisa pretende desenvolver um método de diagnodstico de baixo custo, rapido e
eficaz, visando a melhoria da capacidade de diagnodstico bem como as a¢des de vigilancia
do Zika virus em humanos, inclusive em regides remotas e menos estruturadas. Com esta,
acredita-se poder contribuir para contribuir para o controle da epidemia de ZIKV no pais.

Essa ¢ uma atividade voluntdria, sendo possivel desistir a qualquer momento e a
participagdo ndo envolve remuneracdo. O participante podera se recusar e/ou retirar este
consentimento a qualquer momento que desejar, informando a pesquisadora, sem prejuizo
a ambas as partes.

A sua contribui¢do na pesquisa ocorrerd através da participacdo doando amostras
biologicas (sémen, soro, saliva e urina). O risco relacionado a participacdo ¢ de um
incomodo momentaneo durante a pungdo venosa, que sera realizada por um profissional
capacitado. Garantimos que todos os nossos esforgos estardo direcionados para que
situagdes de constrangimento ndo ocorram. Inclusive, garantimos que sua identidade nao
venha a publico sob hipdtese alguma.

Todas as informagdes colhidas serdo analisados em carater estritamente cientifico,
mantendo-se a confidencialidade (segredo) do paciente a todo o0 momento, ou seja, em
nenhum momento os dados que o identifique serdo divulgados, a menos que seja exigido
por lei. Os resultados desta pesquisa poderdo ser apresentados em reunides ou
publicagdes, contudo, sua identidade nao sera revelada nessas apresentagoes.

Em caso de duvidas ou preocupacdes quanto aos seus direitos como participante
deste estudo, o (a) senhor (a) pode entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) deste centro de pesquisas, localizado na Av. Professor Moraes Rego,
s/n - Campus da UFPE - Cidade Universitaria, Recife/PE, CEP: 50.670-420, através
do telefone (81) 2101-2639 ou pelo e-mail: comiteetica@cpqam.fiocruz.br. O horario
de funcionamento ¢ das 8 — 12 h e das 13 — 17h. O CEP é responsavel pela avaliacio
e acompanhamento dos aspectos éticos de todas as pesquisas envolvendo seres
humanos.

Apds a leitura desse Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, dou meu
consentimento de livre e espontanea vontade, para participar como voluntéario, deste
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estudo, assinando esse termo em duas vias, pois uma copia pertencerd a mim e a outra a
pesquisadora.

Recife, / /2018.

Assinatura:

Nome
completo:

Atesto que expliquei cuidadosamente a natureza e o objetivo deste estudo, os possiveis
riscos e beneficios da participagdo no mesmo, junto ao participante.

Pesquisador -
Assinatura:

Nome completo do
Pesquisador:

Para qualquer esclarecimento entrar em contato com:

Pesquisadora: Dr. Lindomar José Pena

Endereco: Av. Prof. Morais do Rego. Cidade Universitaria, s/n. Recife/PE.
E-mail: lindomar.pena@cpqam.fiocruz.br

Telefone: 081-2123-7849
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: Validagéo de Sensores Biomoleculares para a Dotocqlo Gonﬁmlcl do Zika virus

Pesquisador: Lindomar José Pena
Area Tematica:

Versao: 4

CAAE: 80247417.4.0000.5190 S B A
Instituicao Proponente: FUNDACAO OSWALDO CRUZ

Patrocinador Principal: International Development Research Center - IDRC

DADOS DO PARECER :
Numero do Parecer: 2.647.260 ; 4 2 ‘

Apresentagao do Projeto: :
Trata-se de um proleto de pesquisa de relevﬁncna. cbm um:;a

Objetiilo da Peéqulsa‘ s
Validar o uso de sensores moleculares‘para a % 2

-~

Objehvo Secundéno
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Continuagdo do Parecer: 2.647 260

Comentérios e Consideragées sobre a Pesquisa:
Projeto de grande relevancia cientifica, com financiamento e com total condigbes de execugéo.

Consideragées sobre os Termos de apresentacao obrigatoéria: A
Foram apresentadas todas as documentagdes e demais declaracées exigidas pelo sistema CEP/CONEP.

Recomendagées:
Nao ha.

Conclusbdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagées: {
O referido projeto, nesta verszo, apresenta todas as informagées necessarias para compreensao do estudo.

Da mesma forma, foram apresentadas todas as documentagbes e demais declaragbes exigidas pelo

sistema CEP/CONEP em atendimento a RES. CNS 466/12.

Consideragées Finais a critério do CEP:
O Comité avaliou e considera que os procedimentos metodologicos do Projeto em questdo estio

condizentes com a conduta ética que deve nortear pesquisas envolvendo seres humanos, de acordo com o
de 2012 e

Cddigo de Etica, Resolugdo 466/12 do Conselho Nacional de Saﬂdé, de 12 de dezembro

complementares.
O projeto esta aprovado para ser realizado em sua ltima formatagdo apresentada ao CEP.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

|_Tipo Documento T  Postagem

Informagées Basicas| PB_INF: ORMA§3 OES_BASICAS_DO_P 09/05/?018

e S 102082—% df : 223701?28?8 LindomariJosé Pena | Aceito

LARACAO p : ; »

Outros DEC & S o ‘

Outros 20180419_20180228_Carta_resposta_p 23/04/2013 |Lindomar José Pena | Aceito
endencias.pdf ! 10:33:43 . :

Declaragao de Regulamento_Cadastramento_Biorrepos  23/04/2018 |Lindomar José Pena | Aceito

Manuseio Material |itorio_Canada.doc A 10:_3_3:-17 :

Bioldgico /

Biorepositorio /

Biobanco

’ \ s i

' Enderego: Av. Prof. Moraes Rego, :

| Bairro: Cidade Universitaria - CEP: 50670420
UF: PE - . Municipio: RECIFE

Telefone: (81)2101-2639 Fax:. &51}210"?5‘{?_ et

g A .__,'nl »
PR R

2
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CoMﬂmclodoPM:.MT.M ‘ ‘ : 3 Viast T Ay o Exd 7 ‘s
[TCLE/Termos de |TCLE_Projeto_Canada.pdf | 23/04/2018 [Lindo
Assentimento / | O ARl 6E10:82:48 580 e
Justificativa de y g 3 7wt
| Auséncia ' s =k
Projeto Detalhado / [20180419_Projeto_Canada_CEP_Lindo |
- | Brochura g mar.pdf g NG 5L A )
Investigador - : LRt e e SR S 1
Outros AnyenciaS,anthoana.pdf‘ SN 12
[Outros T[ANUENCIALACENpdr
\ Folhé de Rosto _FolhadeRosto.p&f‘ = J i
Declaragao de ; Lettel_-upport_Pardee_Eeﬁa.pdf. R W
Pesquisadores i[5 Ry ST AAE §
Declaragdo do [Carta_IDRC_Financiamento.pdf | 1
Patrocinador __° - g0 55 7 Evaid
Declaragdo de Carta_Sinval_Fiotec.pdf
Instituicdo e : 20 1% o
Infraestrutura e
Declaragao de Declaracao_Participacao_Assinada.pdf | 13/
Pesquisadores - : nET| S

Sltuaﬁo do Parecer:
Aprovado o
Necessita Apreciagao da CONEP:
‘Nao PR o e
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Desenvolvimento de Novas Técnicas Moleculares para o Diagnostico do Virus Zika

Pesquisador: Lindomar José Pena

Area Tematica: :

Versao: 2

CAAE: 67404117.7.0000.5190

Instituicdo Proponente: FUNDACAO OSWALDO CRUZ

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A CIENCIA E TECNOLOGIA - FACEPE

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.402.486

Apresentacédo do Projeto:

O estabelecimento e fortalecimento dos métodos e mecanismos de diagnéstico e vigilancia da infecgéo pelo
virus Zika em pacientes é de extrema relevancia para o controle das doencas associadas ao agente.
Atualmente, a RT-PCR e qRT-PCR s#o utilizadas para a detecgdo direta do agente. Porém essas técnicas
apresentam como limitagéo o custo, a necessidade de mao de obra altamente especializada e de
equipamentos caros e sofisticados para amplificagdo do DNA, tais como o termociclador, o que limita de
sobremaneira a capacidade de diagndstico laboratorial em paises em desenvolvimento e em laboratérios
com infraestrutura béasica. Essa ¢ a realidade atual do Estado de Pernambuco e do Brasil no enfrentamento
ao Zika. Neste contexto, a técnica de amplificagdo mediada por circuito isotérmico (RT-LAMP-PCR) tem se
mostrado resolutiva. Trata-se de um teste simples e que ndo requer o uso de termocicladores, o que tem
atraido muita atengdo para esta técnica de amplificacéo de nucleotideos potencialmente rapida, acurada e
com um excelente custo-beneficio. Assim, o objetivo final deste projeto & contribuir para o controle da
epidemia de ZIKV no pais através do desenvolvimento de um método de diagnéstico de baixo custo, rapido
e eficaz, visando a melhoria da capacidade de diagnéstico bem como as agées de vigilancia do ZIKV em
humanos, inclusive em regiées remotas e menos estruturadas. Por ser inovadora e translacional, 0 método
de RT-LAMP-PCR proposto aqui contribuira significativamente para mitigar os efeitos da epidemia de ZIKV
que assola Pernambuco e o pais.

Enderego: Av. Prof. Moraes Rego, s/n°

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.670-420
UF: PE Municipio: RECIFE

Telefone: (81)2101-2639 Fax: (81)2101-2639 E-mail: comiteetica@cpgam.fiocruz.br

Péagina 01 de 04
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Continuagao do Parecer: 2.402.486

Objetivo da Pesquisa:

Desenvolver e padronizar a técnica de amplificagdo mediada por circuito isotérmico (RT-LAMP-PCR) para a
detecc@o molecular do virus Zika em amostras de humanos.

Objetivos Secundarios:

1- Desenvolver e padronizar a técnica de RT-LAMP-PCR para a detecgéo de ZIKV em amostras humanas
(soro, urina e sémen).

2- Comparar a sensibilidade e especificidade do RT-LAMP-PCR com o gRT-PCR para a detecgdo de ZIKV.
3- Demonstrar as diferencas de custos entre as técnicas de RT-LAMP-PCR e gRT-PCR para o diagnostico
do ZIKV. _

4- Contribuir para a salde publica através do desenvolvimento de um método simples e rapido para o
diagnostico do ZIKV.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Minimos. Sera realizada a coleta de sangue (5 ml) por um profissional (enfermeiro ou biomédico) experiente
através da pungao da veia basilica

mediana. Riscos associados com a coleta de sangue incluem: dor, hematoma, ou outro desconforto no local
da coleta. Raramente desmaio ou infecgdes no local de pungdo podem ocorrer. Também seréo obtidas
amostras de saliva, urina e sémen, coletas pelo proprio voluntario.

Beneficios:

Os voluntarios da pesquisa contribuirdo para o desenvolvimento de uma nova tecnologia para o diagnostico
do Zika virus. O RT-LAMP-PCR oferece uma séria de vantagens, pois € uma técnica de baixo custo, rapida,
simples e pratica para detecgdo de genes-alvo. Além de ser altamente sensivel e especifico, o RT-
LAMPPCR tem aplicagbes potenciais para diagnostico clinico, assim como para vigilancia de doencas
infecciosas em paises em desenvolvimento, sem que haja requerimento de equipamentos sofisticados e/cu
pessoas com treinamento avangado em biologia molecular ou virologia. O desenvolvimento e
implementacéo dessa técnica ira ampliar a capacidade de diagnéstico do ZIKV no Estado de Pernambuco,
beneficiando a populagéo. Pretende-se também implementar essa técnica para o diagndstico de rotina de
ZIKV na Fiocruz/PE, um dos cinco

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
E uma pesquisa pertinente, que busca alternativas diagndsticas de baixo custo e eficazes pra o diagnostico
do ZIKV no estado de Pernambuco. )

Enderego: Av. Prof. Moraes Rego, s/n°

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.670-420
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2101-2639 Fax: (81)2101-2639 E-mail: comiteetica@cpgam.fiocruz.br

Péagina 02 de 04
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Continuac&o do Parecer: 2.402.486

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:
Foram apresentados todos os termos e demais documentacées exigidas pelo sistema CEP/CONEP.

Recomendacgoes:

Né&o ha.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

O referido projeto, nesta versao, apresenta todas as informagdes necessarias para compreensao do estudo.
Da mesma forma, foram também apresentados todos os documentos e termos de responsabilidade exigidos
pelo sistema CEP/CONEP em atendimento & Res. CNS 466/12.

Consideracgdes Finais a critério do CEP:

O Comité avaliou e considera que os procedimentos metodoldgicos do Projeto em questdo estéo
condizentes com a conduta ética que deve nortear pesquisas envolvendo seres humanos, de acordo com o
Caodigo de Etica, Resolugao 466/12 do Conselho Nacional de Saude, de 12 de dezembro de 2012 e
~ complementares.

O projeto esta aprovado para ser realizado em sua Ultima formatagéo apresentada ao CEP.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Outros regulamento_biorrepositorio.doc 09/10/2017 |Janaina Campos de | Aceito
15:50:04 | Miranda
Informagdes Basicas | PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_P | 15/09/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 898228.pdf 10:42:36
Declaracéo de | Declaracaodeparticipacaoassinada.pdf 15/09/2017 |Lindomar José Pena | Aceito
Pesquisadores 10:41:57
Outros DECLARAcaoFORMAcaoBIORREPOSI | 15/09/2017 |Lindomar José Pena | Aceito
ToRIO.pdf 10:40:58
Outros RegulamentoBiorepositorio.pdf 15/09/2017 |Lindomar José Pena | Aceito
10:39:24
Outros Letter_Udeni.pdf 15/09/2017 |Lindomar José Pena | Aceito
) 10:38:16
Projeto Detalhado / | ProjetoCEP_LAMP_Revisado.pdf 15/09/2017 |Lindomar José Pena | Aceito
Brochura 10:36:44
Investigador
Outros CartarespostalLP.pdf 15/09/2017 |Lindomar José Pena | Aceito
10:35:58
TCLE / Termos de | TCLELAMPRevisadoLindomar.doc 15/09/2017 |Lindomar José Pena | Aceito
Assentimento / 10:33:48

N

Endereco: Av. Prof. Moraes Rego, s/n®

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.670-420
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone:  (81)2101-2639 Fax: (81)2101-2639 E-mail: comiteetica@cpgam.fiocruz.br
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Continuagéo do Parecer: 2.402.486
Justificativa de TCLELAMPRevisadoLindomar.doc 15/09/2017 |Lindomar José Pena | Aceito
Auséncia 10:33:48
Outros Declaracao_compromisso_relatorios_CE| 19/04/2017 |Lindomar José Pena | Aceito
P.pdf 16:29:43
Outros Lattes.pdf ’ 19/04/2017 |Lindomar José Pena | Aceito
16:28:53
Declaracéo de Anuencialnstituicao.pdf 19/04/2017 | Lindomar José Pena | Aceito
Instituicéo e 16:28:03
Infraestrutura
Folha de Rosto folhaDeRostoAssinada.pdf 17/04/2017 |Lindomar José Pena | Aceito
10:35:42
Situacédo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao
% RECIFE, 28 de Novembro de 2017
’ gz T N I
*\/ 4 Assinado por:
\ Janaina Campos de Miranda
P (Coordenador)
Endereco: Av’. F’rof. Myoraeé Rego,ks/‘nq" ‘
Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.670-420
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2101-2639 Fax: (81)2101-2639 E-mail: comiteetica@cpgam.fiocruz.br
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HEMOTERAPIA DO ESTADO

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Desenvolvimento e valicagdo de métodos alternativos para a diagnéstico molecular e
soroldgico de virus emergentes e re-emergentes

Pesquisador: Jurandy JOnior Ferraz de Magalhaes

Area Temitica:

Versdo: 1

CAAE: 43877521.4.0000.5195

Instituigdo Proponente: FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PERNAMBUCO

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
FUNDACAO DE AMPARO A CIENCIA E TECNOLOGIA - FACEPE
CONS NAC DE DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E TECNOLOGICO

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 4.570.438

Apresentagao do Projeto:

Virus emergentes e re-emergentss tém se espalhado rapidamente pelo globo nos ditimos anos, causando
surtos, epicemias e até mesmo pandemias ao redor do mundo. Nesse contexto vale a pena destacar & re-
emergéncia de vanos arbovirus de grande importéncia para a salde pdblica, bem como a emergéncia do
novo coronavirus denominaco SARS-CoV-2, o agente etiolégico da COVID-19, que surgiu na China no final
ce dezembro ce 2020 e rapidamente se aisseminou por todos os continentes do mundo. Os arbovirus
transmitidos por mosquitos, como os virus chikungunya (CHIKV), dengue (DENV), mayaro (MAYV) e Zika
(ZIKV). DENV e ZIKV s&o membros do género Flavivirus dentro da familia Flaviviriaae, que também inclui
outras espécies como o virus da febre amarela (YFV), o virus da encefalite japonesa (JEV) e virus do Nilo
Ocidental

(WNV), enquanto que CHIKV e MAYV pertencem a familia Togaviridade (KRAEMER: SINKA; DUDA;

MYLNE et al., 2015; MUSSO: GUBLER, 2016).

Por outro lago, o SARS-CaoV-2 pertence ao género Betacoronavirus dentro da subfamilia Coronavirinae e
familia Coronaviridae (LU: ZHAQ; LI; NIU et al., 2020; ZHU: ZHANG; WANG; LI et al., 2020).0
estabelecimento e fortalecimento dos métodos e mecanismos ae diagnéstico e vigildncia da infecgao de
arbovirus e pelo SARS-CoV-2 em pacientes & de extrema relevancia para o controle dessas coengas.
Atualmente, 8 RT-PCR e RTqPCR s&o utilizacas para a detecgao aireta do agente.

Enderoco:  Rua Joacuim Nabuco, 171

Bairro: Gragas CEP: 52,011-000
UF: PE Municipio: RECFE
Telefone: (21)3182.4771 Fax: (81)3182.4660 E-mall: cep@hemope.pe.gov.r
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Porém essas técnicas apresentam como limitagdo o custo, a necessidade de mao de obra altamente
especializada e de equipamentos caros e sofisticados para amplificagdo do DNA, tais como o termociclador,
o que limita de sobremaneira a capacidade de diagndstico laboratorial em paises em desenvolvimento e em
laboraténios com infraestrutura bésica. Essa é a realidade atual do estaco ce Pernambuce e do Brasil no
enfrentamento do CHIKV, DENV, MAYV, ZIKV e SARS-CaV-2. Assim, o desenvolvimento de técnicas e
protocolos mais simples que n&o requerem o uso de termocicladores e equipamentos sofisticacos serdo
muito importantes para a melhoria e ampliagio da capacidade diagnéstica do estado e do pais.Neste
contexto, propomos criar plataformas e métodos alternativos ce baixo custo para o giagndstico e vigildncia
do CHIKV, DENV, MAYV, ZIKV e SARS-CoV-2 usando métoaos moleculares e soroldgicos. Além disso,
iremos valicar essas ferramentas para o diagndstico de arboviroses em amostras clinicas obticas no
epicentro da epidemia brasileira.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primério:

Desenvolver e valiaar plataformas “point-of-care” e métodos alternativos de extragio para a diagndstico de
virus emergentes e re-emergentes.

Objetivo Secundério:

Desenvolver sistemas de detecgio baseaco no RT-LAMP e biossensores para o dlagndstico de arboviroses
e da COVID-19;

Avaliar métodos alternativos para substituir a extragio do material genético das amostras bioldgicas;-
Comparar a sensibilidade e especificidade dos métodos
desenvolvicos com & RT-qPCR para a detecgdo de arbovirus e do SARS-CoV-2 em amostras ge pacientes;

Determinar a acuracia dos métodos desenvolvidos para a detecgdo ce arbovirus e do SARS-CoV-2 em
amostras clinicas;

Demonstrar as aiferengas de custos entre as técnicas propostas e RT-gPCR para o diagnstico do CHIKV,
DENV, MAYV, ZIKV e SARS-CoV-2.

Enderego: Hua Joacuim Naduco, 171

Balrro: Gragas CEP: 52011-000
UF: PE Municiplo: RECFE
Telefone: (31)3182-4771 Fax: (87)3182-4660 E-mail:  cop@hemope pe gov be
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Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

O estudo nao apresenta riscos diretos para os individuos envolvideos, visto que as amostras biolégicas
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ANEXO D — Minuta da patente depositada

Numero do INPI: BR 10 2019 027711 4
Data do deposito: 23/12/2019

METODO PARA DETECTAR VIRUS ZIKA E KIT

CAMPO DA INVENCAO

[001] A presente invengdo se enquadra no campo dos métodos de
diagndsticos moleculares. Particularmente, a invengdo fornece método de RT-LAMP, em
etapa unica, para detectar virus da Zika em uma amostra. Um kit com os componentes

para concretizar o referido método também ¢ descrito.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

[002] O virus Zika (ZIKV) é um arbovirus pertencente ao género Flavivirus
(Familia Flaviviridae), identificado pela primeira vez em um macaco rhesus de Uganda
em 1947 e isolado de mosquitos Aedes africanus em 1948. Por quase 60 anos, poucos
casos de ZIKV em humanos foram relatados. De modo geral, infec¢des por ZIKV sao
assintomaticas ou apresentam sintomatologia leve que inclui febre, erupcdes cutineas,
dor de cabega e artralgia. Entretanto, em 2015, infec¢des por ZIKV em mulheres gravidas
foram associadas a um surto de microcefalia e outras complicagdes neurologicas em
recém-natos no Brasil.

[003] Mosquitos do género Aedes sdo difundidos em regides tropicais e subtropicais do
mundo e tém sido postulados como o principal vetor para o ZIKV. No entanto, diferentes
estudos sugerem que os mosquitos Culex quinquefasciatus poderiam agir como outro
importante vetor do ZIKV. Além disso, muitas cepas de ZIKV foram isoladas dos
mosquitos Anopheles, Mansonia, Culex e Aedes. Outras pesquisas t€ém sugerido outras
vias de transmissdo, incluindo relagdes sexuais, transplacentaria, perinatal e transfusdo de
sangue.

[004] O Género Flavivirus (Familia Flaviviridae) inclui o virus do Nilo
Ocidental, o virus da dengue, o virus da encefalite transmitido por carrapatos, o virus da

febre amarela, o Zika virus e outros.
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[005] A vigilancia do ZIKV em insetos vetores constitui importante estratégia
para identificar a circula¢do viral e potenciais pontos de entrada, contribuindo para
prevenir surtos de doengas. Esse virus se espalhou rapidamente, particularmente em
paises que carecem de infraestrutura de saneamento adequada e abriga véarias espécies de
mosquitos competentes para transmitir o ZIKV. Nestas areas, melhorar o controle do
mosquito deve ser uma prioridade, mas ocorre de forma ineficiente em paises onde o
ZIKV ¢ endémico, como o Brasil. A vigilancia do ZIKV em mosquitos revela a dindmica
do virus e permite a deteccdo precoce antes que o virus se propague em vetores e
populagdes de hospedeiros. Ademais, dados de vigilancia permitem avaliar tendéncias e
o impacto de programas de controle do vetor.

[006] Atualmente, a reagdo de transcriptase reversa seguida da reagdo em
cadeia da polimerase quantitativa (QRT-PCR) ¢ o método padrao-ouro para o diagnostico
molecular do Zika virus (ZIKV) em amostras humanas e de mosquitos. No entanto, a
técnica apresenta elevado custo e inumeras limitacdes para o diagnostico point of care
(POC), o que dificulta sua aplicacdo e utilizacdo para muitas amostras em programas de
vigilancia entomoldgica, como também dificulta a sua utilizagdo para muitas amostras
clinicas capaz de atender a demanda hospitalar.

[007] Sob um aspecto mais amplo, o problema enfrentado pela presente
invenc¢ao situa-se no campo da saude publica, particularmente, no diagndstico do Zika e
simultaneo monitoramento da circula¢do do virus na populagdo de vetores potenciais em
uma determinada regido. A inven¢do fornece um método de detec¢do do ZIKV
simplificado, aplicdvel a amostras de diversas fontes, em maior escala e

significativamente mais barato do que padrao ouro atual.

[008] A presente invengdo descreve uma plataforma de Transcrigdo Reversa
sucedida por Amplificacdo Isotérmica Mediada por Circuito (RT-LAMP) de um tnico
passo para a deteccdo de ZIKV em amostras de hospedeiros, reservatorios e vetores,
particularmente, aquelas derivadas de humanos e mosquitos. O ensaio RT-LAMP foi
altamente especifico para deteccao do ZIKV e se mostrou até 10.000 vezes mais sensivel
que a qRT-PCR para detectar o ZIKV em soro de pacientes e em amostras de mosquito.

[009] A aplicagdo de métodos de RT-LAMP para detectar o ZIKV ¢
conhecida. Por exemplo, o documento WO2018204175 descreve um método para
deteccdo de ZIKV em soro e urina de pacientes utilizando a técnica de RT-LAMP. Apesar

de ser declarado como um método de etapa tnica, o processo divulgado requer uma etapa
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de extracdo de RNA da amostra, assim sujeita a contamina¢ao da amostra — maior entrave
na técnica de LAMP — e perda de material por conta da manipulagdo adicional. Ademais,
em WO2018204175, as etapas de formagao de cDNA e sua subsequente replicagdo sao
realizadas por enzimas diferentes, com taxas de erro proprias, que reduzem a eficiéncia
do processo.

[0010] De maneira similar, Song e colaboradores descrevem um sistema
diagnéstico microfluidico para detec¢dao de ZIKV em amostras de saliva através de RT-
LAMP (Song et al, 2016. Analytical Chem. 2016, 88, 7289—7294.DOI:
10.1021/acs.analchem.6b01632). O método emprega um conjunto de seis primers,
especificos para uso em RT-LAMP, que reconhecem oito locais diferentes ao longo do
gene que codifica o envelope viral da cepa brasileira do virus.

[0011] A presente inveng¢do se constrdi além da contribuicdo de Song,
combinando os primers descritos na referéncia citada a outros insumos e sob parametros
técnicos distintos, que tornam o resultado da aplicacao dos referidos primers inesperado
e vantajoso. O método ora descrito apresentou sensibilidade de 100%, especificidade de
88,46% e acuracia geral de 93,48% quando utilizado para analisar amostras clinicas. Ja
em amostras de mosquito, o0 mesmo protocolo apresentou sensibilidade de 100%,
especificidade de 91,18% e acuracia geral de 95,24%.

[0012] Em suma, a invengdo ora descrita avanga sobre o estado da técnica ao
proporcionar um método de deteccdo do ZIKV que: (1) ndo requer extragdo de RNA; (2)
pode ser conduzido em sistema de banho maria, permitindo o processamento de varias
amostras simultaneamente e em local de pouca infraestrutura laboratorial; (3) permite
leitura do resultado a olho nu; (4) apresenta risco de contaminagdo significativamente
reduzido por requerer apenas um passo de manipulagdo das amostras; e (5) € aplicavel a
amostras derivadas de saliva, urina, sangue ou sémen de pacientes, que sdo facilmente
obteniveis.

[0013] Tomados conjuntamente, os atributos da presente invengdo oferecem
método de detecgdo de ZIKV que pode ser realizado rapidamente, com minima
infraestrutura laboratorial, empregando amostras de pacientes e/ou mosquitos € a um
custo por amostra aproximadamente 26 vezes inferior ao método, por exemplo, de

WO02018204175 — RS 26,00 contra R$1,00.

SUMARIO DA INVENCAO
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[0014] A presente invengdo fornece um método point-of-care, com apenas um
passo de manipulagdo, para detectar virus Zika (ZIKV) em uma amostra através de reagao
de transcri¢do reversa sucedida por amplificagdo isotérmica mediada por circuito (RT-
LAMP).

[0015] Em um aspecto, a presente invengdo se refere a um método para detectar
virus Zika (ZIKV) em uma amostra, compreendendo as etapas de submeter uma amostra,
sem prévio processamento para extragdo de RNA, a reacdo de transcrigdo reversa
sucedida por amplificacdo isotérmica mediada por circuito (RT-LAMP) em um tubo
fechado contendo um conjunto de oligonucleotideos iniciadores € um corante e detectar
o produto de amplificacio do RNA do ZIKV por inspecao visual e/ou leitura
espectrofotométrica.

[0016] Em uma concretiza¢do, o conjunto de oligonucleotideos iniciadores
compreende pelo menos quatro das seis sequéncias SEQ ID NO: 1 a 6. Em uma
concretizagdo, a reacdo de RT-LAMP ¢ realizada em uma temperatura selecionada da
faixa entre 59 °C e 75 °C, sendo conduzida por 10 a 60 minutos. Em outra concretizagao,
o periodo de incubagdo da reacdo de RT-LAMP ¢ de 20 minutos. Em outra modalidade,
areacdo de RT-LAMP ¢ realizada em uma temperatura de 72 °C.

[0017] Em algumas concretizagdes, o método é aplicado para identificar o
ZIKV em amostras de diferentes matrizes bioldgicas, que podem derivar de um vetor de
transmissdo, de um reservatorio ou de hospedeiro. Em certas modalidades, a amostra
deriva de um vetor ou de um hospedeiro. Em certas modalidades, as amostras sdo
derivadas de um lisado de mosquito. Em outras modalidades, as amostras sdo derivadas
de um mamifero e, em tais modalidades, as amostras podem ser de sangue, sémen, saliva

ou urina.

[0018] Em outro aspecto, a presente invengdo fornece kits para detectar o
ZIKV em uma amostra através de RT-LAMP. Em algumas modalidades, o kit
compreende um conjunto de oligonucleotideos iniciadores e, em concretizagdes
particulares, o kit pode ainda compreender uma enzima e um marcador colorimétrico. Em
um aspecto, o marcador colorimétrico ¢ SYBR green.

[0019] O método ora descrito se afasta do estado da arte por ndo requer etapa
de extracdo de RNA da amostra e ser realizado com apenas uma etapa de manipulagao,
assim reduzindo significativamente o risco de contaminac¢do do ensaio. Ademais, permite

deteccao a olho nu.
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[0020] Somadas, as vantagens técnicas se traduzem em menor custo € a
possibilidade de aplicacdo no leito ou proximo ao leito do paciente; aspectos altamente
relevantes para o diagndstico de doengas tropicais, cujo peso recai essencialmente sobre
sistemas publicos de satide. De um lado, a detec¢do do ZIKV pode ser realizada sem
necessidade de equipamentos especiais, permitindo a aplicagdo do método em regides
cuja infraestrutura de saude ¢ precaria. De outro, menos etapas significam um método
mais rapido e barato, propiciando aplicacdo em larga escala como em situacdes de
suspeita de surto de infecgdes por ZIKV.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[0021] O objetivo da invengdo, juntamente com vantagens adicionais da
mesma, poderd ser melhor entendido mediante referéncia as figuras em anexo e as
seguintes descri¢des:

FIGURA 1. Otimizacao das concentracoes dos reagentes e condicdes do ensaio RT-
LAMP. Legendas: NTC (controle sem molde): 4gua; M: marcador de peso molecular.
FIGURA 2. Deteccdo do ZIKV em amostras bioldgicas humanas infectadas com
ZIKV. Legendas: (1) NTC (controle sem template): agua; (2): amostra bioldgica nao
infectada (urina, soro, saliva e sémen); (3): amostra bioldgica infectada com 106
PFU/mL; (4): amostra biolégica infectada com 103 PFU/mL. M: marcador de peso
molecular.

FIGURA 3. Detecciao do ZIKV em amostras de mosquitos naturalmente infectados
e macerado bruto de Aedes aegypti experimentalmente infectado com ZIKV.
Legendas: NTC (controle sem template): agua; (-): macerado de Aedes aegypti ndo
infectado; (+): macerado do Aedes aegypti experimentalmente infectado pelo ZIKV. M:
marcador de peso molecular.

FIGURA 4. Especificidade analitica do RT-LAMP para a deteccio do ZIKV.
Legendas: M: marcador de peso molecular. NTC (controle sem template): agua.
FIGURA 5. Sensibilidade analitica do RT-LAMP para a detec¢io do ZIKV em soro.
Legendas: M: marcador de peso molecular; NTC (controle sem molde): 4gua; ND (ndo
detectado).

Figura 6. Sensibilidade analitica do RT-LAMP para a detec¢io do ZIKV em
amostras de mosquitos. Legendas: M: marcador de peso molecular; NTC (controle sem

molde): 4gua; ND (ndo detectado).
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FIGURA 7. Diagnostico de amostras clinicas humanas e amostras de mosquitos pelo
RT-LAMP. A linha tracejada representa o valor do limiar do ciclo qRT-PCR (valor de
Ct) para a positividade do ZIKV (Ct <38). Triangulo vermelho indica amostras positivas
pelo RT-LAMP e o circulo azul indica amostras negativas pelo RT-LAMP.

FIGURA 8. Detec¢do do ZIKV pelo RT-LAMP em amostras de mosquitos que
estavam no limite de detec¢do pela qRT-PCR. Legendas: M: marcador de peso
molecular; NTC (controle sem molde): dgua.

FIGURA 9. Eletroferograma dos produtos de RT-LAMP sequenciados pelo método
de Sanger. Os produtos de reagdo do RT-LAMP de mosquitos Aedes aegypti (A) e Culex
quisquefasciatus (B) coletados no campo foram sequenciados pelo método de Sanger e
as sequéncias obtidas foram alinhadas com a cepa de referéncia ZIKV PE243.
DESCRICAO DETALHADA

Definicoes

[0022] Salvo indicagdo em contrario, todos os termos aqui empregados tém o
mesmo significado que teriam para um versado na técnica da presente invengao.

[0023] Diagnostico point-of-care: teste de diagnostico médico conduzido no leito
ou proximo ao leito, isto ¢, aquele realizado no horario e no local do atendimento ao
paciente.

[0024] Os termos “acido nucleico”, “polinucleotideo”, “sequéncia de
polinucleotideo” e “sequéncia de &cido nucleico” referem-se a polimeros de
desoxirribonucleotideo ou ribonucleotideo de filamento unico ou de filamento duplo ou
quimeras ou analogos destes. A menos que de outro modo indicado, uma sequéncia
particular de 4cido nucleico desta invencao abrange sequéncias degeneradas e sequéncias
complementares, além da sequéncia explicitamente indicada.

[0025] O termo “gene” é amplamente usado para se referir a qualquer acido
nucleico associado com uma fung¢do biologica. Assim, os genes incluem sequéncias
codificadoras e/ou as sequéncias reguladoras requeridas para sua expressdo. O termo
“gene” aplica-se a uma sequéncia gendmica especifica, assim como a um cDNA ou um
mRNA codificados por aquela sequéncia genomica.

[0026] Iniciadores (primers): iniciadores, amplamente conhecidos pelo termo
em inglés primers, sdo 4cidos nucleicos curtos, geralmente oligonucleotideos de DNA,
com 10 ou mais nucleotideos de comprimento (como 10-60, 15-50, 20-40, 20-50, 25-50

ou 30-60 nucleotideos de comprimento). Iniciadores podem ser anelados em uma fita de
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DNA alvo complementar por hibridacdo de acido nucleico para formar um hibrido entre
o primer ¢ a fita de DNA alvo e, em seguida, ser estendido ao longo da cadeia de DNA

alvo por uma enzima DNA polimerase.

[0027] Pares ou conjuntos de iniciadores (2, 3, 4, 5, 6 ou mais iniciadores)
podem ser usados para amplificacdo de um éacido nucleico alvo, por exemplo, por PCR,
LAMP, RT-LAMP ou outros métodos de amplificagdo de acidos nucleicos conhecidos
na técnica. Para uso especifico em métodos de LAMP, o conjunto de iniciadores
usualmente inclui um primer externo forward (F3), um primer externo reverso (B3), um
primer interno forward (FIP) e um primer interno reverso (BIP). Podem ser incluidos,
ainda, um iniciador de circuito forward (Loop F ou LF) e/ou um iniciador de circuito
reverso (Loop B ou LB).

[0028] Amplificagdo: Aumentar o nimero de copias de uma molécula de acido
nucleico, como um gene ou fragmento de um gene, por exemplo, pelo menos uma por¢ao
de uma molécula de 4cido nucleico de ZIKV. Os produtos de uma reagdo de amplificagdo
podem ser designados pelo nome “amplicon”. Um exemplo de amplificacdo in vitro ¢ a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), na qual uma amostra (como uma amostra
biologica de um sujeito) ¢ exposta a um par de iniciadores oligonucleotidicos, sob
condi¢des que permitem o anelamento dos iniciadores com uma molécula de 4cido
nucleico alvo na amostra. Os iniciadores anelados a molécula de 4cido nucleico alvo sdo
estendidos em condigdes adequadas, dando origem a copias da molécula de acido
nucleico alvo.

[0029] Amplificagdo isotérmica: Amplificagdo de acido nucleico que nédo é
dependente de alteracdes significativas na temperatura (em contraste com a PCR, por
exemplo). Assim, € realizado substancialmente a aproximadamente a mesma temperatura.
Em alguns exemplos, a amplificacdo isotérmica ¢ substancialmente isotérmica, por
exemplo, pode incluir pequenas variagdes na temperatura, tais como mudangas na
temperatura ndo superiores a 1-2 © C durante a reagcdo de amplificacao.

[0030] Amplificagdo isotérmica mediada por circuito (LAMP): Um método
para amplificar o dcido nucleico. O método ¢ uma reagao de amplificagdo de passo tnico
utilizando uma polimerase de DNA com atividade de deslocamento de fita (eg, Notomi
et al., Nucl. Acids. Res. 28: E63, 2000; Nagamine et al., Mol. Cell. Probes 16: 223 -229,
2002; Mori et al., J. Biochem. Biophys. Methods 59: 145-157, 2004). Pelo menos quatro

iniciadores, que sdo especificos para oito regides dentro de uma sequéncia de acido
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nucleico alvo, sdo tipicamente utilizados para LAMP. No entanto, em alguns exemplos,
dois iniciadores podem ser utilizados para LAMP. Para amplificar sequéncias de RNA
usando LAMP, uma enzima transcriptase reversa (RT) ¢ adicionada a reagdo. Essa
variacao € conhecida como RT-LAMP. Em contraste com a PCR, LAMP ¢ RT-LAMP
sdo realizados a uma temperatura constante e ndo requerem um termociclador.

[0031] Amostra biologica: uma amostra obtida de um sujeito (como um ser
humano ou um sujeito veterinario). As amostras biologicas incluem, por exemplo,
amostras de fluidos corporais, células e/ou tecidos. Por exemplo, uma amostra de fluido
corporal inclui, mas ndo ¢ limitada a sangue, soro, plasma, urina, saliva, liquido
cefalorraquidiano e liquido de lavagem broncoalveolar (BAL). Amostras biologicas
podem ser também lisados de um inseto inteiro, como, por exemplo, um mosquito;
particularmente um mosquito do género Anopheles, Mansonia, Culex ou Aedes.

[0032] Sujeito: organismos vivos multicelulares. Sujeitos de particular
interesse para os fins desta inveng¢do sdo humanos, animais ndo humanos (e.g.
camundongos, ratos, coelhos, ovelhas, cavalos, vacas e primatas ndo humanos) e insetos.
[0033] Um técnico versado na arte conseguird depreender que o método da
presente invengdo ¢ aplicavel a detec¢do do ZIKV de interesse em amostras de diferentes
fontes, a saber: (1) de um vetor, (2) de um reservatério natural ou (3) de um hospedeiro
final. O vetor pode ser um mosquito do género Anopheles, Mansonia, Culex ou Aedes.
Particularmente, as amostras de vetores podem derivar de mosquitos das espécies Aedes
aegypt, Aedes albopictus, ou Culex quinquefasciatus.

[0034] Marcador colorimétrico: Um composto que responde a alteragdes nas
condi¢des ambientais de uma solucdo (como pH ou concentracdo de ions metalicos),
emitindo fluorescéncia ou mudando o comprimento de onda emitido quando excitado por
luz do espectro visivel ou UV.

[0035] O marcador colorimétrico pode ser detectado por qualquer método
adequado, inclusive visualmente (por exemplo, sob luz ambiente ou ultravioleta) ou
usando instrumentagdo para deteccdo de fluorescéncia quando o marcador for
fluorescente (como um fluorimetro ou sistema de PCR em tempo real). Exemplos de
marcadores colorimétricos incluem, por exemplo, calceina, SYBR Green, Mag-Fura-2 e
Magnesium Green (Life Technologies, Grand Island, NY) e Fluo-2 Mg, Fura-2 Mg, Indo-
1 Mg e Asante Magnesium Green (TEF Labs, Austin, TX). Em alguns exemplos, a
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mudanga de cor do marcador colorimétrico util nos métodos aqui divulgados ¢
visivelmente detectavel (por exemplo, a olho nu).

[0036] Em algumas modalidades, a detec¢do do produto de amplificagdo de
acido nucleico do ZIKV compreende detectar uma alteracdo visivel da cor, a olho nu. Em
outras modalidades, a detec¢do do produto de amplificagdo do 4cido nucleico do ZIKV
compreende a mensuragdo de fluorescéncia emitida pela amostra amplificada. Em outras
modalidades, detectar o produto de amplificagdo de 4cido nucleico do ZIKV compreende

uma medi¢do da turbidez da amostra amplificada.

[0037] Em algumas modalidades, a amostra biologica é uma amostra de fluido
biolégico. Em alguns exemplos, a amostra de fluido bioldgico compreende soro, urina,
sangue, plasma, fezes, saliva e/ou liquido cefalorraquidiano. Em outras modalidades, a
amostra bioldgica ¢ um lisado de mosquito. Em alguns exemplos, o lisado de mosquito
compreende um mosquito do género Anopheles, Mansonia, Culex ou Aedes. Em
exemplos especificos, a amostra bioldgica compreende, soro, urina ou o lisado de um
mosquito do género Aedes.

[0038] Identidade/similaridade de sequéncia: a identidade ou similaridade
entre duas ou mais sequéncias de acidos nucleicos € expressa em percentual de identidade
ou semelhancga entre as sequéncias. Quanto maior a porcentagem, mais idénticas sdo as
sequéncias. Homoélogos ou ortélogos de uma sequéncia de acido nucleico possuem um
grau relativamente alto de identidade/semelhancga de sequéncia quando alinhadas usando
métodos padrao.

[0039] Os métodos de alinhamento de sequéncias para comparagdo sdo bem
conhecidos na técnica. Varios programas e algoritmos de alinhamento sdo descritos em:
Smith & Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482, 1981; Needleman & Wunsch, J. Mol. Biol.
48:443, 1970; Pearson & Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444, 1988; Higgins &
Sharp, Gene, 73:237-44, 1988; Higgins & Sharp, CABIOS 5:151-3, 1989; Corpet et al,
Nuc. Acids Res. 16:10881-90, 1988; Huang et al. Computer Appls. in the Biosciences 8,
155-65, 1992; and Pearson et al, Meth. Mol. Bio. 24:307-31, 1994. Altschul et al, J. Mol.
Biol. 215:403-10, 1990.

[0040] A ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), do NCBI
(Altschul et al., J. Mol. Biol. 215: 403-10, 1990), esta disponivel em varias fontes,
incluindo o National Center for Biological Information (NCBI, Biblioteca Nacional de
Medicina, Edificio 38A, Sala 8N805, Bethesda, MD 20894) e na Internet, para uso em
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conexao com os programas de analise de sequéncia blastp, blastn, blastx, tblastn e tblastx.
Informagdes adicionais podem ser encontradas no site da NCBI. Se duas sequéncias
comparadas compartilharem homologia, o arquivo resultante da analise apresentara essas
regides da homologia como sequéncias alinhadas. Se as duas sequéncias comparadas nao
compartilham homologia, o arquivo de saida designado ndo apresentara sequéncias
alinhadas.

[0041] Embora a presente invengdo possa ser suscetivel a diferentes
concretizagdes, ¢ mostrada nos desenhos e na seguinte discussdo detalhada, uma
concretizagdo preferida com o entendimento de que a presente descricdo deve ser
considerada uma exemplificacdo dos principios da inven¢do e ndo pretende limitar a
presente invencao ao que foi ilustrado e descrito aqui.

Método para detectar o virus Zika

[0042] A presente invengdo se refere a um método para detecgdo de um acido
nucleico de ZIKV em amostras biologicas usando amplificagdo por RT-LAMP. O ensaio
de deteccdo de ZIKV divulgado fornece um meio rapido, sensivel e especifico para
diagnosticar infec¢do por ZIKV em diferentes amostras biologicas, incluindo fluidos
bioldgicos de pacientes e lisados de mosquitos.

[0043] O método fornecido compreende submeter a amostra bioldgica a uma
reacdo de RT-LAMP usando um conjunto de iniciadores especificos para o acido nucleico
do ZIKYV para produzir um produto de amplifica¢do de acido nucleico de ZIKV; e detectar
o 4cido nucleico do ZIKV produto de amplificagdo.

[0044] Iniciadores adequados para uso nos métodos e kits divulgados sdo aqui
descritos. Em alguns exemplos, os iniciadores sdo adequados para a detec¢do de
nucleotideos ZIKV &cidos por RT-LAMP, como o teste aqui descrito. Tais iniciadores
como os utilizados na concretizagdo do método da presente inven¢do podem ser

elaborados com auxilio da plataforma Primer Explorer (https://primerexplorer.jp/e/).

[0045] Os conjuntos de iniciadores para RT-LAMP normalmente incluem um
iniciador externo forward (F3), um iniciador externo reverso (B3), um iniciador interno
forward (FIP), um iniciador interno reverso (BIP), um iniciador de circuito forward (Loop
F ou LF) e¢/ou um iniciador de circuito reverso (Loop B ou LB).

[0046] Em algumas modalidades, o conjunto de iniciadores inclui seis

iniciadores cada respectivamente, com uma sequéncia de pelo menos 90%, pelo menos
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95%, pelo menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% idéntica
as seguintes sequéncias (indicadas no sentido 5°-3’):

GGCGACATTTCAAGTGGCCAGAGAGCTCTRGAGGCTGAGA
(FIP; SEQ ID NO:1);

AGGGCGTGTCATACTCCTTGTGAGTGTTTCAGCCGGGATCT
(BIP; SEQ ID NO: 2);

CAGTTCACACGGCCCTTG (F3; SEQ ID NO: 3);

TGTACCTCCACTGTGACTGT (B3; SEQ ID NO: 4);

CCTTCCCTTTGCACCATCCA (LF; SEQ ID NO: 5); e

TACCGCAGCGTTCACATTCA (LB; SEQ ID NO: 6).
[0047] Em algumas modalidades, a reagdo RT-LAMP ¢é realizada em cerca de
59 °C a cerca de 75 °C, tais como cerca de 60 °C a cerca de 65 °C, cerca de 66 °C a cerca
de 70 °C ou cerca de 71 °C a cerca de 74 °C. Em alguns exemplos, o RT-LAMP a reagao
¢ realizada a cerca de 65 °C, cerca de 66 °C, cerca de 67 °C, cerca de 68 ° C, cerca de 69
°C, cerca de 70 °C, cerca de 71 °C, cerca de 72 °C, cerca de 73 °C, cerca de 74 °C ou
cerca de 75 °C. Em exemplos especificos, a reacdo RT-LAMP ¢ realizada a 72 °C.
[0048] Em algumas modalidades, a reagdo RT-LAMP pode ser conduzida por
cerca de 15 a cerca de 45 minutos, como cerca de 20 minutos a cerca de 40 minutos ou
cerca de 25 minutos a cerca de 35 minutos. Em alguns exemplos, a reacdo RT-LAMP
pode continuar por cerca de 30 minutos. No Em alguns exemplos, a reagdo RT-LAMP
pode continuar por ndo mais que 20 minutos, ndo mais de 25 minutos, ndo mais que 30

minutos, ndo mais que 35 minutos, ndo mais que 40 minutos ou no maximo 45 minutos.

[0049] Em algumas modalidades, os iniciadores divulgados tém entre 10 e 60
nucleotideos de comprimento (por exemplo, 15-50, 20-50, 30-60 ou 25-40 nucleotideos
de comprimento). Em alguns exemplos, 0s primers
sdo 10, 11, 12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28 29, 30, 31, 32,
32,34, 35,36,37,38, 39,40, 41, 42,43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56,
57, 58, 59 ou 60 nucleotideos de comprimento e sdo capazes de hibridar com moléculas
de 4cido nucleico do ZIKV. Em alguns exemplos, os iniciadores tém pelo menos 10, 15,

20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 ou 60 nucleotideos de comprimento. Em outros exemplos,
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os iniciadores podem ter no maximo 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 ou 60
nucleotideos de comprimento.

[0050] A enzima DNA polimerase usada na reagio RT-LAMP pode ser
qualquer enzima apropriada para o ensaio, que pode ser selecionado por um especialista
na técnica. Em algumas modalidades, a reagdo RT-LAMP inclui uma polimerase de DNA
com alta atividade de deslocamento de cadeia. Em alguns exemplos, a DNA polimerase
¢ um fragmento longo de DNA polimerase (LF) de uma bactéria termoéfila, como Bacillus
stearothermophilus (BST), Bacillus Smithii (Bsm), Geobacillus sp. M (GspM) ou
Thermodesulfatator indicus (Tin), uma variante engenheirada a partir de uma destas ou
uma variante de Taq DNA polimerase. Em alguns exemplos, a DNA polimerase ¢ a BST
LF DNA polimerase, GspM LF DNA polimerase, GspSSD LF DNA polimerase, estanho
exo-LF DNA polimerase ou SD DNA polimerase (ver, por exemplo, WO 2016189490).
[0051] Em algumas modalidades, a transcriptase reversa (RT) usada na reagdo
RT-LAMP pode ser qualquer enzima RT apropriada para o ensaio, que pode ser
selecionado por um especialista na técnica. Em algumas modalidades, o RT ¢ do virus da
mieloblastose aviaria (AMV) ou do virus da leucemia murina Moloney (MMLYV). Em
modalidades preferéncias, uma enzima BST modificada, exibindo fung¢des cataliticas de
RT e DNA Polimerase como, por exemplo, a BST 3.0 DNA polymerase (WarmStart;
New England Biolabs (NEB)), pode ser utilizada.

[0052] Em uma modalidade preferencial a BST 3.0 é a enzima DNA
Polimerase utilizada. Tal enzima pode ser adicionada no tubo de ensaio em diferentes
concentragdes, variando entre 2 e 32 Unidades (U) como, por exemplo, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,
9,10a220,21a25,0u26a32U.

[0053] A fungdo da DNA Polimerase utilizada na reagdo RT-LAMP depende
da adi¢do do cofator magnésio (Mg>"). Em algumas modalidades, o Mg?* pode fornecido
através da adicdo de MgSO4 a reacdo. Em algumas modalidades o MgSOs pode ser
adicionado em diferentes concentragdes, como, por exemplo, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 ou 10
mM. Concretizagdes preferenciais podem ser alcangadas com pelo menos 6 mM de
MgSOs.

[0054] A amplificagdo do 4acido nucleico alvo depende da presenga de
desoxinucleotideos trifosfato (ANTPs) em quantidade suficiente. Nas modalidades do

método, os ANTPs podem estar presentes em uma concentracdo superior a 1 mM. Em
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certas concretizagdes, a concentracdo de dNTPs estd entre 1,4 e 2,5 mM. Modalidades
preferenciais sdo alcangadas com a adi¢do de dNTPs a 1,4, 1,8 ou 2,2 mM.
[0055] As reagdes RT-LAMP geralmente resultam na sintese de grandes
quantidades de 4cido nucleico alvo, permitindo a deteccdo do 4cido nucleico alvo a partir
de volumes de amostra relativamente pequenos. Além disso, a grande quantidade de
produto de amplificagdo permite a deteccdo visual ou por simples detectores. Por
exemplo, qualquer um dos seguintes métodos pode ser usado para detectar produtos de
amplificacdo RT-LAMP: (i) fluorescéncia, usando corantes intercalantes de DNA, sondas
moleculares fluorescentes ou um indicador de metal fluorescente tal como calceina; (i)
colorimetria, usando um indicador colorido para ions de metais alcalinos, como azul de
hidroxi-naftol (Goto et al., BioTechniques 46 (3): 167-172, 2009) ou indicadores de pH
(Tanner et al., BioTechniques 58 (2): 59-68, 2015); (iii) turbidez, pois a reagdo RT-LAMP
produz grandes quantidades de pirofosfato de magnésio (um precipitado branco) e
dsDNA, que permitem
inspe¢do dos resultados usando um turbidimetro (Mori et al., Biochem Biophys Res
Commun, 289 (1): 150- 154, 2001); (iv) eletroquimicamente, usando um medidor de pH
para medi¢do direta do hidrogénio liberado
ions durante o procedimento RT-LAMP (Xie et al., Chem Commun 50 (100): 15932-
15935, 2014) ou usando eletrodos integrados para medir diminui¢cdes de corrente
resultantes do aumento da ligacao de
reporteres redox de ligagdo a DNA eletroquimicamente ativos, como o azul de metileno,
para RT-LAMP produtos de reagdo (Xie et al., Biosens Bioelectron 55: 324-329, 2014).
Kit para detec¢ao de virus Zika por RT-LAMP
[0056] A presente invengdo também fornece kits para detectar ZIKV em uma
amostra biologica. Os kits incluem um conjunto de oligonucleotideos iniciadores
especificos para 4cido nucleico do ZIKV. Em algumas modalidades, os kits incluem um
conjunto de seis iniciadores com uma sequéncia pelo menos 90%, pelo menos 95%, pelo
menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% idéntica as seguintes
sequéncias (indicadas no sentido 5°-3"):
GGCGACATTTCAAGTGGCCAGAGAGCTCTRGAGGCTGAGA
(FIP; SEQ ID NO:1);
AGGGCGTGTCATACTCCTTGTGAGTGTTTCAGCCGGGATCT
(BIP; SEQ ID NO: 2);
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CAGTTCACACGGCCCTTG (F3; SEQ ID NO: 3);
TGTACCTCCACTGTGACTGT (B3; SEQ ID NO: 4);
CCTTCCCTTTGCACCATCCA (LF; SEQ ID NO: 5);
TACCGCAGCGTTCACATTCA (LB; SEQ ID NO: 6).

[0057] Em algumas modalidades, o kit inclui ainda um ou mais componentes
para executar uma Reagdo de RT-LAMP. Em alguns exemplos, o kit inclui tampao,
transcriptase reversa, DNA polimerase, um corante indicador sensivel ao pH, dNTPs,
master mix ou qualquer combinagdo dos mesmos. Nos kits divulgados, um ou mais dos
iniciadores oligonucleotidicos (como um ou mais dos SEQ ID NOs: 1-18) ou um ou mais
conjuntos de iniciadores oligonucleotidicos (como SEQ ID NOs: 1-6; SEQ ID NOs: 7-
12; e / ou SEQ ID NOs: 13-18), sdo fornecidas em um ou mais contéineres ou em um ou
mais pogos individuais de uma placa ou cartdo de varios pogos. Podem ser fornecidos
iniciadores de 4cido nucleico suspenso em uma solugdo aquosa ou como um po liofilizado
ou liofilizado, por exemplo.

[0058] O(s) recipiente(s) em que o(s) acido(s) nucleico(s) é(sdo) fornecido(s)
pode ser qualquer recipiente convencional que seja capaz de manter a forma fornecida,
por exemplo, tubos de microcentrifuga, placas de varios pogos, ampolas ou garrafas. Os
kits podem incluir iniciadores de 4cido nucleico marcados ou ndo marcados para uso em
amplificacdo e/ou detec¢do de acidos nucleicos do ZIKV, como por RT-LAMP.

[0059] Um ou mais primers de controle positivo e/ou negativo e/ou acidos
nucleicos também podem ser fornecidos no kit. Controles negativos exemplares incluem
acidos nucleicos nao-ZIKV (tais acidos nucleicos
de outros flavivirus). Exemplos de controles positivos incluem acido nucleico do ZIKV
purificado ou um vetor ou plasmideo incluindo a sequéncia alvo de ZIKV. Um
especialista na técnica pode selecionar resultados positivos e controles negativos para os
ensaios aqui divulgados. Em alguns exemplos, sdo fornecidos um ou mais primers
(como um ou mais conjuntos de primers) em quantidades de uso Unico pré-estabelecidas
em tubos individuais, normalmente descartidveis, tubos, pogos, placas, cartdes, ou
recipientes equivalentes.

[0060] Em alguns exemplos, um conjunto de iniciadores (como cada um dos

SEQ ID NOs: 1-6) esta incluida em um tUnico recipiente. Por exemplo, a amostra a ser
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testada quanto a presenca dos acidos nucleicos alvo pode ser adicionada ao recipientes
individuais e amplificacdo e / ou detec¢do podem ser realizados diretamente.

[0061] O kit pode também incluem reagentes adicionais para a detecgdo e/ou
amplificacdo de acidos nucléicos do ZIKV, como tampao (s), dNTPs, enzimas (como
DNA polimerase e/ou transcriptase reversa) ou outros reagentes adequados. Os reagentes
adicionais podem estar em recipientes separados a partir de um ou mais primers ou podem
ser incluidos no mesmo recipiente que o primer (s).

[0062] Em alguns exemplos, o kit inclui um ou mais compostos para detectar
uma amplificacdo produto, como corante indicador sensivel ao pH, um intercalador de
DNA (por exemplo, iodeto de propidio, SYBR green PICOGREEN), um reagente
cromogénico ou colorimétrico (como azul de hidroxinaftol) ou um indicador fluorescente
(como a calceina).

[0063] A presente invengdo ¢ descrita pelos exemplos ndo limitantes abaixo,
que sdo meramente ilustrativas. Varias modificacdes e variagdes das concretizagdes sao
evidentes ao técnico no assunto, sem se afastar do espirito e do escopo da invencao.
EXEMPLOS

EXEMPLO 1: desenvolvimento de método RT-LAMP para deteccio de ZIKV em

amostras de humanos e mosquitos vetores

Células e virus

[0064] As células Vero (células primarias de rins de macaco verde africano)
foram mantidas em meio de DMEM - Dulbecco’s Modified Eagles’s Medium (Gibco,
Carlsbad, CA) suplementado com 10% de soro fetal inativado (SFI) (Gibco), 2 mM de L-
glutamina (Gibco) e 100 U/mL de penicilina/estreptomicina (Gibco) a 37°C em 5% de
COz. A cepa ZIKV PE243 (codigo de acesso do GenBank: KX197192.1) utilizada neste
trabalho foi isolada em linhagem C6/36 utilizando amostra de soro de um paciente
brasileiro infectado pelo ZIKV em 2015. Apos isolamento, o virus foi propagado e
armazenado a -80 ° C até o momento do uso. O virus foi titulado por ensaio de placa e
possui o titulo de 8,0 x107 unidades formadoras de placa por mililitro de sobrenadante
celular (PFU/mL). Outros arbovirus, incluindo DENV-1 (PE / 97-42735), DENV-2 (PE
/ 95-3808), DENV-3 (PE / 02-95016), DENV-4 (PE / 10-0081), YFV (17DD) e CHIKV
(PE2016-480) foram similarmente propagados em células Vero e utilizados para

determinar a especificidade do RT-LAMP. Com exce¢do do YFV (17DD), que ¢ uma
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cepa vacinal, todos os outros virus foram isolados de humanos em Pernambuco, Brasil.

Ensaio RT-LAMP

[0065] Inicialmente, foram padronizadas todas as concentragdes dos reagentes,
bem como todas as condigdes do ensaio RT-LAMP. A otimiza¢do da temperatura de
reacdo foi avaliada sobre as seguintes temperaturas (59°C, 62°C, 65°C, 68°C, 72°C e 75°
C) e o tempo de incubacdo sobre os seguintes tempos (10 min, 20 min, 30 min, 40 min,
50 min e 60 min. Quanto aos reagentes, foram otimizadas as concentragcdes Otimas de
Mg (2 mM, 4 mM, 6 mM, 8mM e 10 mM), enzima Bst 3.0 (2 U,4U,8 U, 12U, 16 U
e 32 U) e dNTPs (0.6 mM, 1.0 mM, 1.4 mM, 1.8 mM e 2.2 mM). Além disso, foi
verificado se todos os primers, incluindo os externos (F3 e B3), internos (FIP e BIP) e do
loop (LF e LB) eram necessarios para a execu¢do do ensaio RT-LAMP. Apos a
otimizagdo de todos os parametros e condi¢des do RT-LAMP, os experimentos foram
realizados conforme descrito abaixo.

[0066] As reagdes de RT-LAMP foram realizadas em triplicata em um volume
total de 25 pl contendo 1x Tampao de Amplificacdo Isotérmica, 8 mM MgSO4, 4 U de
Bst DNA polimerase [versdao 3.0 WarmStart; New England Biolabs (NEB)], trifosfatos
de desoxinucleotideos 1,8 mM (dNTPs) (ThermoFisher Scientific), 1.6 uM de FIP (5°-
GGCGACATTTCAAGTGGCCAGAGAGCTCTRGAGGCTGAGA-3’), 1.6 uM de BIP
(5’-AGGGCGTGTCATACTCCTTGTGAGTGTTTCAGCCGGGATCT-3’), 0.2 uM de
F3 (5’-CAGTTCACACGGCCCTTG-3’), 0.2 uM de B3 (5°-
TGTACCTCCACTGTGACTGT-3’), 0.4 uM de LF (5°-
CCTTCCCTTTGCACCATCCA-3’), 0.4 uM de LB (5°-
TACCGCAGCGTTCACATTCA) e 5 pL. de amostra (controle sem molde (NTC), RNA
extraido ou amostras sem extra¢do de RNA). Estes primers foram descritos anteriormente
(SONG; MAUK; HACKETT; CHERRY et al., 2016). A fim de visualizar as reagoes
positivas e evitar uma possivel contaminagdo, 1 pL. de SYBR Green I (ThermoFisher
Scientific) diluido em agua livre de RNAase (Promega) na propor¢do de 1:10 foi
adicionado no centro das tampas do tubo de reagdo antes do periodo de incubagdo. Apds
o término do tempo de incubagdo, o SYBR contido na tampa do tubo foi misturado com
a amostra.

[0067] As reagdes foram incubadas a 72°C durante 20 minutos em um

termobloco e em seguida foram inativadas a 80°C durante 5 minutos. Para avaliar a
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robustez do ensaio para aplicagdes de point of care, todo o estabelecimento e execugao
de reagdes do RT-LAMP foram realizadas em uma bancada de laboratdrio convencional
utilizando pipetas e ponteiras com filtro designadas. O registro e analise das imagens
ocorreu em salas separadas. Todos os experimentos foram replicados independentemente
pelo menos trés vezes.

[0068] Ap0s a incubagio, as reagdes dos produtos RT-LAMP foram detectadas
usando trés métodos diferentes. No primeiro, os produtos foram observados através do
olho nu sob luz natural e fotografados usando uma camera convencional de celular
(iPhone, Apple). Uma mudancga de cor de laranja para amarelo esverdeado foi usada para
identificar a amostra positiva, enquanto uma amostra negativa permaneceu laranja. O
segundo método foi a andlise visual de tubos de reacdo sob irradiagdo com luz ultravioleta
(UV), utilizando um transiluminador (modelo UVB LTB 20 x 20 STV, Loccus
Biotecnologia, Sdo Paulo, Brasil) acoplado a uma camera e conectado a um computador.
Neste método, as amostras negativas foram azuis escuras e as reagdes positivas foram
fluorescentes. No terceiro método, os amplicons do RT-LAMP foram analisados por
eletroforese em gel de agarose (2,0%) em tampao TAE 1x, seguido de coloragdo com
brometo de etidio e visualizagdo do gel com transiluminador. Para a andlise por
eletroforese, utilizou-se 0 DNA Ladder de 1 kb Plus (ThermoFisher Scientific) como

marcador de peso molecular do DNA.
qRT-PCR

[0069] As amostras com ZIKV foram testadas quanto a positividade da
infecgdo pela técnica de QRT-PCR, padrio-ouro para o diagnostico molecular do ZIKV,
de acordo com protocolos estabelecidos pelo Centro de Controle e Prevencao de Doengas
- CDC EUA, com pequenas modificagdes (Lanciotti et al. Genetic and serologic
properties of Zika virus associated with an epidemic, Yap State, Micronesia, 2007. Emerg
Infect Dis, v. 14, n. 8, p. 1232-9, Aug 2008. ISSN 1080-6059 (Electronic) 1080-6040).
Resumidamente, o RNA das amostras foi extraido usando o kit de extragdo RNeasy Mini
Kit (Qiagen) para as amostras clinicas humanas e o reagente Trizol para as amostras de
mosquitos (Invitrogen Carlsbad, EUA) seguindo as instru¢des do fabricante. A qRT-PCR
foi realizada utilizando o Kit QuantiTect Probe RT-PCR (QIAGEN, Valéncia, CA, EUA)
com amplificacdo no sistema de PCR em tempo real Applied Biosystems 7500 (Applied

Biosystems, Foster City, CA, EUA) conforme protocolo do fabricante. A mistura da
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reacdo (volume total, 15 pL) continha 7,5 pL. de Mistura Mestre RT-PCR QuantiNova
Probe 2 x, 0.9 uM de cada primer Zikal087 (5’- CCGCTGCCCAACACAAG-3’),
Zikal163C (5’- CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT-3’), e 0.9 uM FAM-labelled
1108 (5’- AGCCTACCTTGACAAGCAGTCAGACACTCAA-3") sonda para ZIKV, 0.1
uL de QuantiNova RT Mix, 0.08 pL de QuantiNova ROX Reference Dye, 5 uL das
amostras de RNA e 4gua livre de RNase. O programa da reagdo consistiu em um Unico
ciclo de transcri¢do reversa por 15 min a 45 ° C, seguido por 5 min a 95 © C para inativagao
da transcriptase reversa e ativacdo da DNA polimerase, e entdo 45 ciclosde 5sa 95 ° C
e 45 s a 60°C. A quantidade de RNA viral em cada amostra foi estimada comparando-se
os valores do limiar do ciclo (cycle threshold; Ct) com a curva padrio feita por dilui¢des

seriadas na base de 10 vezes do ZIKV BRPE243/2015 previamente titulado.

Deteccio do ZIKV em amostras biologicas humanas e amostras de mosquito sob
condicdes controladas

[0070] Inicialmente, para avaliar a capacidade do RT-LAMP em diagnosticar
o ZIKV em amostras biologicas incluindo soro, urina, saliva e s€émen. As amostras
bioldgicas obtidas a partir de doadores saudaveis foram infectadas com 1x10° ou 1x10°
PFU/mL do ZIKV, mimetizando uma situagdo fisiologica de alta e baixa carga viral,
respectivamente. Apds incubacdo a 37° C durante 1 hora, as amostras foram diretamente
diagnosticadas através do RT-LAMP sem a necessidade de extracdo do RNA ou nenhum

tratamento prévio da amostra.

[0071] Em seguida, para avaliar a habilidade do RT-LAMP em detectar o
ZIKV em amostras de mosquitos, pools de mosquitos obtidos de 4. aegypti ou C.
quisquefasciatus (n = 10) foram homogeneizados em 300 pL de 4gua livre de RNAse e,
em seguida, infectados com 1x10° ou 1x10° PFU/mL do ZIKV. simulando uma situa¢do
de alta e baixa carga viral, respectivamente. Apds incubagdo a 37 © C durante 1 hora, as
amostras foram diretamente testadas através do RT-LAMP seguindo o mesmo
procedimento realizado com as amostras humanas conforme descrito anteriormente.

[0072] A fim de avaliar a deteccdo do ZIKV pelo RT-LAMP em mosquitos
infectados, foram usadas amostras de mosquitos fémeas de 4. aegypti experimentalmente
infectados. Resumidamente, a colonia Rec-Lab foi mantida sob condigdes padronizadas
(temperatura, 26°C £ 1°C, umidade relativa de 60 a 80% e fotoperiodo 12:12 h C/E) no
Laboratério de Entomologia do Instituto Aggeu Magalhdes (IAM). Para a alimentagdo
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artificial, o sobrenadante celular contendo 10° PFU/mL de ZIKV foi misturado em sangue
de coelho desfibrinado na proporc¢ao de 1:1 e posteriormente fornecido aos mosquitos por
90 minutos, como descrito anteriormente (Guedes et al. Zika virus replication in the
mosquito Culex quinquefasciatus in Brazil. Emerg Microbes Infect, v. 6, n. 8, p. €69, Aug
9 2017a. ISSN 2222-1751 (Eletronico) 2222-1751). As etapas de infec¢do e manutengdo
dos mosquitos infectados foram realizadas seguindo as normas internacionais de
biosseguranga e o procedimento de infec¢do oral de Aedes aegypti seguiu o protocolo
descrito previamente por Carvalho-Leandro (Carvalho-Leandro et al. Immune transcript
variations among Aedes aegypti populations with distinct susceptibility to dengue virus
serotype 2. Acta Trop, v. 124, n. 2, p. 113-9, Nov 2012. ISSN 1873-6254). Os mosquitos
fémeas foram coletados 18 dias apds a infec¢do, homogeneizados em 300 pL de agua
livre de RNAse e processados para a realizagdo do RT-LAMP. Os mosquitos alimentados
apenas com o sangue de coelho desfibrinado na auséncia do ZIKV foram utilizados como

controle do experimento.

Especificidade analitica e sensibilidade analitica do RT-LAMP

[0073] Para avaliar a especificidade do RT-LAMP para detectar o ZIKV, os
primers foram validados testando a reatividade cruzada com outros arbovirus circulantes
no Brasil, incluindo o ZIKV (PE243), quatro sorotipos diferentes de dengue DENV-1 (PE
/ 97-42735), DENV-2 (PE / 95-3808), DENV-3 (PE / 02-95016), DENV-4 (PE / 10-
0081), YFV (17DD) e CHIKYV (PE2016-480).

[0074] A sensibilidade analitica (limite de detec¢do) do ensaio RT-LAMP em
amostras humanas e amostras de mosquito foi calculada com base na ultima diluicdo em
que o genoma viral foi detectado em todas as repeticdes do teste. Primeiramente, para
analisar o limite de deteccdo em amostras humanas, a cepa ZIKV PE243 foi diluida em
série na base de 10 vezes em soro, urina, saliva e sémen. Por outro lado, para mensurar o
limite de detec¢do do RT-LAMP em amostras de mosquito, a cepa ZIKV PE243 foi
diluida em série na base de 10 vezes em macerado bruto de 4. aegypti ¢ C.
quinquefasciatus ndo infectados. A concentracdo de virus nas amostras infectadas variou
de 10° PFU/mL a 107 PFU/mL. Apds a diluigdo, as amostras foram diretamente
analisadas por RT-LAMP sem a necessidade de extragdo do RNA. Para comparar os
resultados do RT-LAMP com a técnica padrdo-ouro atualmente utilizada para o

diagnostico do ZIKV, o RNA viral foi extraido das mesmas dilui¢des e posteriormente
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testadas por qRT-PCR (Lanciotti et al. Genetic and serologic properties of Zika virus
associated with an epidemic, Yap State, Micronesia, 2007. Emerg Infect Dis, v. 14, n. 8,
p. 1232-9, Aug 2008. ISSN 1080-6059 (Electronic) 1080-6040).

Validacido de RT-LAMP para detec¢cdo de ZIKV em amostras clinicas humanas e
amostras de mosquito

[0075] Primeiramente, para validar a performance do RT-LAMP em
diagnosticar o ZIKV em amostras clinicas humanas em relacdo ao qRT-PCR, foram
utilizadas 40 amostras de soro obtidas de pacientes com suspeita de infec¢ao pelo virus
zika. O RNA total das amostras foi extraido utilizando-se o kit de extragdo RNeasy Mini
Kit (Qiagen), de acordo com as instrugdes do fabricante. Em seguida, as amostras foram
diagnosticadas por qRT-PCR conforme o protocolo descrito por Lanciotti e colaboradores
(Lanciotti et al. Genetic and serologic properties of Zika virus associated with an
epidemic, Yap State, Micronesia, 2007. Emerg Infect Dis, v. 14, n. 8, p. 1232-9, Aug 2008.
ISSN 1080-6059 (Electronic) 1080-6040)).

[0076] Para validar o desempenho do RT-LAMP para o diagnostico do ZIKV
em amostras de mosquitos em relagdo ao qRT-PCR, 60 amostras de A. aegypti (n=32) e
C. quisquefasciatus (n = 28) previamente diagnosticadas por qRT-PCR (Guedes et al.
Zika virus replication in the mosquito Culex quinquefasciatus in Brazil. Emerg Microbes
Infect, v. 6, n. 8, p. €69, Aug 9 2017a. ISSN 2222-1751 (Eletronico) 2222-1751; Paiva et
al. Sensitivity of RT-PCR method in samples shown to be positive for Zika virus by RT-
qPCR in vector competence studies. Genet Mol Biol, v. 40, n. 3, p. 597-599, Jul-Sep 2017.
ISSN 1415-4757 (Print) 1415-4757) foram obtidas do Departamento de Entomologia e
testadas pelo RT-LAMP. A utilidade diagnoéstica intrinseca do teste RT-LAMP foi

determinada usando varios parametros estatisticos.

Sequenciamento dos produtos do RT-LAMP

[0077] A caracterizagdo genética dos produtos do RT-LAMP de duas amostras
de campo positivas, respectivamente de A. aegypti e C. quinquefasciatus foi realizada
através do método de sequenciamento de Sanger. Os produtos da reacdo de RT-LAMP
foram diretamente purificados usando o Illustra GFX PCR DNA e o Kit de Purificagao
em Banda de Gel de acordo com as instru¢des do fabricante e eluidos em 30 pL de dgua.

Os produtos purificados foram sequenciados diretamente usando o primer FIP e o kit de
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sequenciamento de ciclo BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems, EUA)
estabelecido pelo fabricante e executado em um sequenciador automatico (ABI Prism
3100 Capillary Automatic DNA Analyzer). As sequéncias de fragmentos foram
analisadas usando o software Bioedit, v7.0.5 e submetidas ao banco de dados NCBI -
BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) para identificar a linhagem de

ZIKV mais proxima.

Comparacio dos custos do RT-LAMP e do qRT-PCR

[0078] Para analisar os custos entre os reagentes de ambas as técnicas,
incluindo aqueles utilizados para visualiza¢ao dos resultados, foi realizado o célculo do
valor, em reais, para realizacdo de cada teste (reacdo). Os calculos foram baseados nos

valores de compra de cada reagente no mercado brasileiro (Real RS).

Analise estatistica

[0079] Os graficos foram gerados usando o software GraphPad Prism versdo
5.0 para Windows (GraphPad Software, La Jolla, Califérnia, EUA). A estimativa dos
parametros de diagnostico (sensibilidade, especificidade, prevaléncia do ZIKV, valor
preditivo positivo, valor preditivo negativo e acuracia) do RT-LAMP para deteccdo de
ZIKV foi calculada utilizando-se a ferramenta online gratuita denominada MedCalc's
Diagnostic Test Evaluation Calculator, disponivel em: https:
/Iwww.medcalc.org/calc/diagnostic_test.php. Esta anélise foi baseada nos resultados das
40 amostras clinicas humanas, bem como nos resultados das 60 amostras de mosquitos

previamente diagnosticadas por qRT-PCR.

Aspectos éticos

[0080] Os estudos envolvendo amostras de pacientes seguiram estritamente as
normas vigentes estabelecidas pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Fiocruz-PE e
cumpriram todas as exigéncias da Resolucdo n°466/12 Conselho Nacional de Saude
(CNS). Foi elaborado um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para
todos os individuos que concordaram em participar da pesquisa. O projeto do RT-LAMP

foi aprovado pelo CEP da Fiocruz/PE sob o nimero CAAE 67404117.7.0000.5190.
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Resultados

Deteccdo do ZIKV em amostras humanas e Aedes aegypti sob condi¢oes
controladas

[0081] Inicialmente, foram otimizadas todas as concentragdes dos reagentes,
bem como todas as condi¢des do ensaio RT-LAMP. As reagdes foram realizadas sob
temperaturas variando de 59° C a 75° C e o tempo de incubacdo variando entre 10 min a
60 min. Quanto aos reagentes, foram otimizadas as concentragdes Otimas de Mg?*
(variando de 2 mM a 10 mM), enzima Bst 3.0 (variando de 2 U a 32 U) e dNTPs (variando
de 0.6 mM a 2.2 mM). Além disso, foi verificado se todos os primers, incluindo os
externos (F3 e B3), internos (FIP e BIP) e do loop (LF e LB) eram necessarios para a
execugdo do ensaio RT-LAMP. Os produtos de amplificagdo foram observados a olho nu
sob luz natural (A-FI), sob irradiacdo UV (A-FII) e eletroforese em gel de agarose (A-
FIII).

[0082] Os melhores resultados de amplificagdo foram obtidos a 72 ° C por 20
min de incubacdo (Fig. 1A-D). Em relagdo aos reagentes, as concentragdes 6timas foram
8 mM, 4U da enzima e 1.8 mM, respectivamente para os reagentes Mg?*, enzima Bst 3.0
e dNTPs (Fig. 1B-C-E). Também foi observado que todos os primers sao requeridos para
um bom desempenho do ensaio RT-LAMP (Fig.1E).

[0083] Em seguida, foi avaliada a capacidade do RT-LAMP em diagnosticar o
ZIKV em amostras biologicas incluindo urina, soro, saliva e s€émen. Para este fim, os
fluidos corporais humanos foram infectados com uma carga viral alta (1x10® PFU/mL)
ou baixa (1x10° PFU/mL) para mimetizar as concentragdes fisiologicas do ZIKV nessas
amostras. Apos a incubagdo durante 1 h em temperatura ambiente, as amostras foram
diretamente testadas através do RT-LAMP sem a necessidade de extragdo do RNA das
amostras. Os produtos de amplificacdo foram observados a olho nu sob luz natural (Fig.
2A-D), sob irradiagao UV (Fig. 2E-H) e eletroforese em gel de agarose (Fig. 21). Como
resultado, todas as amostras foram positivas em ambas as cargas virais testadas. Como
esperado, amostras de controle sem molde (NTC) (dgua) e controle negativo (amostra
bioldgica ndo infectada com o ZIKV) apresentaram resultados negativos.

[0084] Posteriormente, foi avaliada a habilidade do RT-LAMP em detectar o
ZIKV em amostras de mosquitos. Para este fim, o macerado bruto de mosquitos foi
infectado com uma carga viral alta (1x10° PFU / mL) ou baixa (1 x10° PFU/mL) para

simular as concentragdes fisioldgicas do ZIKV nesses vetores. As amostras foram
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incubadas a temperatura ambiente durante 1 h e em seguida foram testadas através do
RT-LAMP. Os produtos de amplificagdo foram observados a olho nu sob luz natural (Fig.
3A e D), sob irradiacdo UV (Fig. 3B e E) e eletroforese em gel de agarose (Fig. 3C e F).
[0085] O ensaio RT-LAMP para o ZIKV foi positivo em ambas as cargas virais
testadas. Como esperado, amostras de controle ndo modelo (NTC) (4gua) e controle
negativo (macerado bruto de 4. aegypti infectado) apresentaram resultados negativos
(Fig. 3A-C). Também foi observado que a extragdo do RNA ndo melhorou o limite de
deteccdo do RT-LAMP (dados ndao mostrados). Os resultados do RT-LAMP foram
confirmados por qRT-PCR, através dos quais o valor de Ct foi de 12,1 e 26,8, para alta
carga viral e baixa carga viral, respectivamente. Resultados similares foram obtidos
utilizando o macerado bruto de C. quisquefasciatus infectado com ZIKV (dados nao

mostrados).

[0086] A fim de mimetizar um cenario real de vigilancia do ZIKV em
mosquitos, foi avaliada capacidade do RT-LAMP em detectar ZIKV em mosquitos 4.
aegypti experimentalmente infectados por via oral com sangue de coelhos infectados com
ZIKV. Neste experimento, os mosquitos alimentados apenas o com sangue de coelho na
auséncia do virus também foram incluidos como controle. Utilizaram-se macerados de
mosquito bruto para o ensaio RT-LAMP sem a extragdo do RNA. Apds a incubacgio, o
RT-LAMP foi capaz de detectar o ZIKV somente em mosquitos infectados, mas ndo nos
mosquitos alimentados com sangue na auséncia do virus e consequentemente nado
estavam infectados (Fig. 3D-F), sugerindo assim, que o teste pode ser util para a detec¢do

do ZIKV como uma ferramenta de vigilancia entomologica.

Especificidade analitica do RT-LAMP para deteccio de ZIKV

[0087] Para avaliar a especificidade do ensaio RT-LAMP em detectar apenas
o ZIKV, os primers foram testados frente a outros arbovirus circulantes no Brasil: DENV-
1 (PE / 97-42735), DENV-2 (PE / 95- 3808), DENV-3 (PE / 02-95016), DENV-4 (PE /
10-0081), YFV (17DD) e CHIKV (PE2016-480) (Tabela 1). Apenas a amostra contendo
ZIKV foi positiva na reacdo do RT-LAMP, conforme determinado por analise a olho nu
sob luz natural (Fig. 4A), observacao visual sob luz UV (Fig. 4B) ou eletroforese em gel
de agarose (Fig. 4C). Assim, estes resultados sugerem que o ensaio RT-LAMP descrito

aqui ¢ altamente especifico para a deteccao do ZIKV.
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Tabela 1. Virus utilizados neste estudo para avaliar a especificidade do ensaio RT-LAMP.

Codigo de Resultado

Familia Género Espécie Cepa acesso do RT-
GenBank LAMP
Flaviviridae  Flavivirus  Zika virus PE-243 KX197192 +

Dengue virus, PE/97- EU259529 -

sorotipo 1 42735

Dengue virus, PE/95- EU259569 -
sorotipo 2 3808

Dengue virus, PE/02- KC425219 -
sorotipo 3 95016

Dengue virus, PE/10- Nao -
sorotipo 4 0081 publicado

Yellow fever 17DD DQ100292 -
virus

Togaviridae  Alphavirus  Chikungunya PE2016- Nao -
virus 480 publicado

Sensibilidade analitica do RT-LAMP para detecciao de ZIKV
[0088] A sensibilidade analitica (limite de detecgdo) em amostras biologicas

humanas foi calculada com base na tltima dilui¢do em que o genoma viral foi detectado
através do ensaio. Para calcular o limite de deteccdo nas amostras bioldgicas incluindo
soro, urina, saliva e sémen, foi realizada uma dilui¢ao seriada do ZIKV na base de 10
vezes em ambas as amostras bioldgicas variando de 10° PFU/mL a 10”7 PFU/mL. O RT-
LAMP foi capaz de detectar o ZIKV em uma ampla gama de concentragdes de virus na
amostra de soro (de 10° PFU/ mL a 10 PFU/mL) sem extra¢do do RNA. Resultados
similares no limite de deteccdo também foram encontrados em amostras de urina, saliva
¢ sémen (dados nao mostrados). Além disso, o0 RNA viral foi extraido das mesmas
dilui¢des testadas pelo RT-LAMP e posteriormente foram testadas pela qRT-PCR.

[0089] Para calcular a sensibilidade analitica do RT-LAMP em amostras de
mosquitos, foi realizada uma diluicdo seriada do ZIKV na base de 10 vezes em macerado
de A. aegypti e amostras e soro variando de 10° PFU/mL a 10”7 PFU/mL sem extragio do
RNA. O RT-LAMP foi capaz de detectar o ZIKV em um largo espectro de concentragdes
de virus no macerado de 4. aegypti (de 10° PFU/mL a 1073 PFU/mL), incluindo cargas

virais encontradas em mosquitos naturalmente infectados no campo (Guedes et al. Zika
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virus replication in the mosquito Culex quinquefasciatus in Brazil. Emerg Microbes
Infect, v. 6, n. 8, p. e69, Aug 9 2017a. ISSN 2222-1751 (Eletronico) 2222-1751). Os
produtos da rea¢ao foram observados a olho nu sob luz natural (Fig. 5A) e sob irradia¢do
UV (Fig. 5B) além de eletroforese em gel de agarose (Fig. 5C).

[0090] A analise de regressdo Probit foi calculada utilizando o software
MedCalc e a sensibilidade analitica do RT-LAMP foi determinada como -2,98 log10 PFU
do ZIKV (Tabela 2). Adicionalmente, o RNA viral foi extraido das mesmas dilui¢des
testadas pelo RT-LAMP e posteriormente foram testadas pelo método amplamente
utilizado para o diagndstico do ZIKV (qRT-PCR) desenvolvido por Lanciotti e
colaboradores (Lanciotti et al. Genetic and serologic properties of Zika virus associated
with an epidemic, Yap State, Micronesia, 2007. Emerg Infect Dis, v. 14, n. 8, p. 1232-9,
Aug 2008. ISSN 1080-6059 (Electronic) 1080-6040). Para o ensaio de qRT-PCR, o limite
inferior de detec¢do do ZIKV foi de 10! PFU/mL com valor de Ct 37,2 (Fig. 6). Os
produtos de amplificacdo foram observados a olho nu sob luz natural (Fig. 6A), sob
irradiacdo UV (Fig. 6B) e eletroforese em gel de agarose (Fig. 6C).

[0091] Em conjunto, esses resultados demonstraram que o ensaio RT-LAMP
foi 10.000 vezes mais sensivel do que a técnica atualmente utilizada para o diagnostico
do ZIKV em amostras de mosquito.

Tabela 2. Limite de detec¢ao do ensaio RT-LAMP para ZIKV em amostras de humanos
€ mosquitos®.
Concentracio de N° de Replicatas N° de resultados Taxa de acerto em

ZIKV (PFU) positivos %
10° 10 10 100
10* 10 10 100
10° 10 10 100
10? 10 10 100
10! 10 10 100
10° 10 10 100
10! 10 10 100
102 10 10 100
1073 10 9 90
104 10 7 70

107 10 6 60
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107 10 0 0

107 10 0 0

2 A analise de regressdo Probit foi calculada utilizando o software MedCalc (versao
18.11), fornecendo um valor de C95 (concentragao detectavel 95% do tempo) de -2,98
logl10 PFU do ZIKV. Isto indica que o limite de deteccdo ¢ de cerca de -3 logl10
(1/1000) PFU / reagdo e que as amostras contendo essa concentragdo seriam detectadas
95% do tempo.

Desempenho diagnostico do RT-LAMP para detectar o ZIKV em amostras
humanas e amostras de mosquitos

[0092] Para a valida¢@o do ensaio RT-LAMP para o diagndstico do ZIKV em
amostras clinicas humanas, um total de 40 amostras de soro foram utilizadas. As amostras
foram previamente diagnosticadas por qRT-PCR e testadas posteriormente pelo RT-
LAMP. Amostras com valores de Ct de <38.0 em pogos duplicados foram consideradas
positivas para infeccdo pelo ZIKV (Duffy et al. Zika virus outbreak on Yap Island,
Federated States of Micronesia. N Engl J Med, v. 360, n. 24, p. 2536-43, Jun 11 2009.
ISSN 1533-4406 (Electronic) 0028-4793). Do nimero total de amostras, 20 amostras
foram negativas para ZIKV conforme determinado pela qRT-PCR e 20 foram positivas.
O valor de Ct nessas amostras variou de 21.0 a >40.0. Do total de 40 amostras, o ensaio
RT-LAMP foi capaz de detectar o ZIKV em 23 amostras e 17 amostras foram
determinadas como negativas (Fig. 7A).

[0093] Para a validagdo o desempenho diagndstico do RT-LAMP em detectar
o ZIKV em amostras de mosquitos, um total de 60 amostras de mosquito 4. aegypti (n =
32) e C. quisquefasciatus (n = 28) foram obtidas do Departamento de Entomologia
(Guedes et al. Zika virus replication in the mosquito Culex quinquefasciatus in Brazil.
Emerg Microbes Infect, v. 6, n. 8, p. €69, Aug 9 2017a. ISSN 2222-1751 (Eletronico)
2222-1751; Paiva et al. Sensitivity of RT-PCR method in samples shown to be positive
for Zika virus by RT-qPCR in vector competence studies. Genet Mol Biol, v. 40, n. 3, p.
597-599, Jul-Sep 2017. ISSN 1415-4757 (Print) 1415-4757) e testadas posteriormente
para a detecgdo do ZIKV pelo RT-LAMP. Amostras com valores de Ct de <38.0 em pogos
duplicados foram consideradas positivas para infeccdo por ZIKV, conforme descrito
anteriormente para as amostras clinicas humanas (Duffy et al. Zika virus outbreak on Yap
Island, Federated States of Micronesia. N Engl J Med, v. 360, n. 24, p. 2536-43, Jun 11
2009. ISSN 1533-4406 (Electronic) 0028-4793). Destas, 31 amostras foram negativas
para ZIKV conforme determinado por qRT-PCR e 29 foram positivas, incluindo amostras

de mosquitos naturalmente e experimentalmente infectados. O valor de Ct nessas
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amostras variou de 27,0 a> 40,0. Do nimero total de 60 amostras, o ensaio RT-LAMP
foi capaz de detectar o ZIKV em 32 amostras, incluindo as 29 amostras ja determinadas
como positivas pela qRT-PCR (Fig. 7B).

[0094] Além disso, as amostras de mosquitos que estavam no limiar de
detecgdo pela qRT-PCR (valores Ct variando de 37.5 a 40.3) foram diagnosticadas como
positivas pelo RT-LAMP (Fig. 8), destacando a sensibilidade do teste em detectar o ZIKV
em amostras de mosquitos em que o método padrao-ouro ndo foi capaz de detectar o virus
em decorréncia da baixa carga viral da amostra. Os produtos de amplificagdo foram
observados através do olho nu sob luz natural (Fig. 8A), sob irradiacdo UV (Fig. 8B) e
eletroforese em gel de agarose (Fig. 8C).

[0095] O desempenho diagnostico do RT-LAMP para a detec¢do do ZIKV em
amostras clinicas foi avaliado a partir da andlise dos pardmetros estatisticos usando o
método padrao-ouro qRT-PCR como referéncia. A prevaléncia geral do ZIKV nas
amostras clinicas foi de 43.48% (95% CI 29.44% a 54.44%). O ensaio RT-LAMP
apresentou sensibilidade diagnéstica de 100 % (95% CI 83.16% a 100.00%) e
especificidade diagnostica de 88.46 % (95% CI 69.85% a 97.55%). O valor preditivo
positivo, que € a probabilidade de o virus estar presente quando o teste € positivo, foi de
86.96% (95% CI 69.69% a 95.08%), enquanto o valor preditivo negativo, que indica a
probabilidade de o virus estar ausente o teste ¢ negativo, foi de 100%. A precisdo geral
do teste RT-LAMP foi determinada em 93.48% (95% CI 82.10% a 98.63%) (Tabela 3),
destacando o valor pratico do RT-LAMP para a deteccdo do ZIKV em amostras clinicas

humanas.

[0096] Quanto ao desempenho diagndstico do RT-LAMP em amostras de
mosquitos, assim como nas amostras clinicas, a andlise estatistica também foi realizada
usando a qRT-PCR como referéncia. A prevaléncia geral do ZIKV nas amostras foi de
46,03% (IC 95% 33,39% a 59,06%). O ensaio RT-LAMP apresentou sensibilidade
diagnéstica de 100% (IC95% 88,06% a 100,00%) e especificidade diagndstica de 91,18%
(IC95% 76,32% a 98,14%). O valor preditivo positivo de 90,62% (IC 95% 76,64% a
96,61%), enquanto o valor preditivo negativo foi de 100%. A precisao geral do teste RT-
LAMP foi determinada em 95,24% (IC 95% 86,71% a 99,01%) (Tabela 4), destacando o
potencial do RT-LAMP para a deteccdo do ZIKV em amostras de mosquitos que por sua

vez podera ser usada como uma ferramenta de vigilancia entomologica.
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Tabela 3. Desempenho diagndstico do RT-LAMP para detec¢dao do ZIKV em amostras

clinicas humanas.

qRT-PCR+ RT-PCR - Total
RT-LAMP + 20 3 23
RT-LAMP - 0 23 23
Total 20 26
Sensibilidade 100 % (95% CI 83.16% a 100.00%)
Especificidade 88.46 % (95% CI 69.85% a 97.55%)
Prevaléncia do ZIKV 43.48% (95% CI 29.44% a 54.44%)

Valor Preditivo Positivo

86.96% (95% CI 69.69% a 95.08%)

Valor preditivo negativo

100 %

Acuracia

93.48% (95% CI 82.10% a 98.63%)

Tabela 4. Desempenho diagndstico do RT-LAMP para detec¢dao do ZIKV em amostras

de mosquitos.

qRT-PCR+ RT-PCR - Total
RT-LAMP + 29 3 32
RT-LAMP - 0 31 31
Total 29 34
Sensibilidade 100 % (95% CI 88.06% a 100.00%)
Especificidade 91.18 % (95% CI1 76.32% a 98.14%)
Prevaléncia do ZIKV 46.03% (95% CI 33.39% a 59.06%)

Valor Preditivo Positivo

90.62% (95% C1.76.64% a 96.61%)

Valor preditivo negativo

100 %

Acuracia

95.24% (95% C1 86.71% a 99.01%)

[0097] Para confirmar a identidade das amostras de mosquito positivas através

do RT-LAMP, foram sequenciadas amostras positivas de Aedes spp. (1) e Culex spp. (1)
utilizando o método de Sanger. Os resultados do sequenciamento e a analise através da
ferramenta do BLAST demonstraram que os amplicons de ZIKV obtidos pelo RT-LAMP
correspondem a 100% com o virus circulante no Brasil (Fig. 9), confirmando a
especificidade do RT-LAMP em detectar o ZIKV.

[0098] Juntos, esses resultados indicaram que o nosso teste RT-LAMP para a
detec¢do do ZIKV representa uma plataforma de diagnodstico robusta e acessivel que pode
ser usada como uma ferramenta de diagnostico em amostras clinicas humanas, bem como
também pode ser utilizada como uma ferramenta de vigilancia para mosquitos infectados
com ZIKV.

Determinacao dos custos para a realizacdo do RT-LAMP e do qRT-PCR
[0099] Com base nos valores em reais (R$) de todos os reagentes necessarios

para a execugdo de ambas as técnicas, incluindo os reagentes necessarios para auxiliar na

visualizacdo dos resultados. Foi realizado o célculo do valor, em reais, do custo para a
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realizacdo de cada reacdo (teste). O valor de cada reagdo para o ensaio do RT-LAMP foi
de aproximadamente R$ 1,00 e para a realizacdo de cada teste através do qRT-PCR foi
de aproximadamente R$ 43,00 (dados ndao mostrados). Esses resultados sugerem que o
custo de cada reagdo através de nossa plataforma de diagnostico € cerca de 43 vezes mais
barato quando comparado ao custo de cada reacdo através do método padrdo-ouro,
atualmente utilizado para o diagnostico do ZIKV no Brasil.

Conclusao

[00100] O ensaio RT-LAMP foi altamente especifico para detecgdo do ZIKV e
se mostrou até 10.000 vezes mais sensivel que a qRT-PCR para detectar o ZIKV em soro
de pacientes e em amostras de mosquito. Em paralelo, o método aqui descrito revelou, de
modo surpreendente, igual especificidade e sensibilidade para detectar o ZIKV em
amostras de diferentes matrizes bioldgicas de pacientes. Aqui, cabe destacar a
aplicabilidade para testar amostras facilmente obteniveis, caso de urina e saliva.
[00101] Em conjunto, os exemplos demonstrados suportam a alegagio de que o
método RT-LAMP para detectar ZIKV pode ser utilizado como diagnostico point-of-care

e como instrumento as atividades de vigilancia do ZIKV em populagdes de mosquitos.
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REIVINDICACOES

1. Método para detectar virus Zika (ZIKV) em uma amostra, caracterizado
pelo fato de que compreende as etapas de:

a. submeter uma amostra, sem prévio processamento para extracdo de
RNA, a reagdo de transcri¢do reversa sucedida por amplificagdo isotérmica mediada por
circuito (RT-LAMP) em um tubo fechado contendo um conjunto de oligonucleotideos
iniciadores € um corante; €

b. detectar o produto de amplificacdo do RNA do ZIKV por inspe¢do
visual e/ou leitura espectrofotométrica ou fluorimétrica.

2. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que
o conjunto de oligonucleotideos iniciadores compreende pelo menos quatro das seis
sequéncias SEQ ID NOs: 1 — 6.

3. Método de acordo com a reivindicacgdo 1, caracterizado pelo fato de que
a reacdo de RT-LAMP ¢ realizada em uma temperatura na faixa entre 59 °C e 75 °C.

4. Método de acordo com a reivindicagdo 3, caracterizado pelo fato de que
a reacdo de RT-LAMP ¢ realizada em uma temperatura de 72 °C.

5. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 4,
caracterizado pelo fato de que o periodo de incubagdo da reagdo de RT-LAMP ¢ de 10 a 60
minutos.

6. Método de acordo com a reivindicacdo 5, caracterizado pelo fato de que
o periodo de incubagdo da reagdo de RT-LAMP ¢ de 20 minutos.

7. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 6,
caracterizado pelo fato de que a amostra compreende um lisado de mosquito.

8. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 7,
caracterizado pelo fato de que a amostra ¢ de um mamifero.

9. Método de acordo com a reivindicagdo 8, caracterizado pelo fato de que
a amostra ¢ de sangue, saliva ou urina.

10. Kit para realizar o método definido em qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 9, caracterizado pelo fato de que compreende:

a. um conjunto de oligonucleotideos iniciadores que correspondem as SEQ
ID NOs: 1 -6;

b. uma enzima BST 3.0; e

¢. um marcador colorimétrico.
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11. Kit de acordo com a reivindicagdo 10, caracterizado pelo fato de que o

marcador colorimétrico ¢ SYBR green.
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RESUMO

METODO PARA DETECTAR VIRUS ZIKA E KIT
A presente invengdo fornece um método para detectar o virus da Zika (ZIKV)
em amostras de vetores ou de pacientes utilizando a técnica de Transcri¢do Reversa sucedida por
Amplifica¢do Isotérmica Mediada por Circuito associada a (RT-LAMP). O método ¢ conduzido
em unica etapa de manipulagdo, sem a necessidade de extracdo de RNA da amostra teste, conforme
¢ padrdo no estado da arte. A invencdo também fornece um kit para a realizacdo do referido

método.
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Figure S1. Original images of the gels shown in Figure 1.
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Figure S2. Original image of the gel shown in Figure 2.
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Figure S3. Original image of the gel shown in Figure 3.




Figure S4. Original image of the gels shown in Figure 4.
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Figure S5. Limit of detection of the ZIKV RT-LAMP assay. The probit regression analysis
curve was obtained from ten replicates of serial dilutions from human serum (10° — 107 PFU)
using MedCalc software. The limit of detection of RT-LAMP at 95% probability was —1.07
log,o PFU of ZIKV with confidence interval from —1.93 to 0.49.
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Table S1. Human samples used for RT-LAMP validation.

Sample (ID) Ct value Biological sample Result of RT-LAMP
1 210 Serum +
2 220 Serum +
3 242 Serum +
4 24.5 Serum +
5 24.7 Serum +
6 250 Serum +
7 250 Serum +
8 252 Serum +
9 25.8 Serum +
10 259 Serum +
11 264 Serum +
12 270 Serum +
13 280 Serum +
14 34.0 Serum +
15 34.0 Serum +
16 35.8 Serum +

17 360 Serum +
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18 36.0 Serum
19 36.7 Serum
20 38.0 Serum
21 40.3 Serum
22 39.0 Serum
23 40.3 Serum
24 >40.0 Serum
25 >40.0 Serum
26 >40.0 Serum
27 >40.0 Serum
28 >40.0 Serum
29 >40.0 Serum
30 >40.0 Serum
31 >40.0 Serum
32 >40.0 Serum
33 >40.0 Serum
34 >40.0 Serum
35 >40.0 Serum
36 >40.0 Serum
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37 >40.0 Serum
38 >40.0 Serum
39 >40.0 Serum
40 >40.0 Serum
41 >40.0 Serum
42 >40.0 Serum
43 >40.0 Serum
44 >40.0 Serum
45 >40.0 Serum
46 >40.0 Serum
47 >40.0 Serum
48 >40.0 Serum
49 >40.0 Serum
50 >40.0 Serum
51 >40.0 Serum
52 >40.0 Serum
53 >40.0 Serum
54 >40.0 Serum
55 >40.0 Serum
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56 >40.0 Serum
57 >40.0 Serum
58 >40.0 Serum
59 >40.0 Serum
60 >40.0 Serum
61 >40.0 Serum
62 >40.0 Serum
63 >40.0 Serum
64 >40.0 Serum
65 >40.0 Serum
66 >40.0 Serum
67 >40.0 Serum
68 >40.0 Serum
68 >40.0 Serum
70 >40.0 Serum
71 >40.0 Serum
72 >40.0 Serum
73 >40.0 Serum
74 >40.0 Serum
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75 >40.0 Serum
76 >40.0 Serum
77 >40.0 Serum
78 >40.0 Serum
79 >40.0 Serum
80 >40.0 Serum
81 >40.0 Serum
82 >40.0 Serum
83 >40.0 Serum
84 >40.0 Serum
85 >40.0 Serum
86 >40.0 Serum
87 >40.0 Serum
88 >40.0 Serum
89 >40.0 Serum
90 >40.0 Serum
91 >40.0 Serum
92 >40.0 Serum
93 >40.0 Serum
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94 >40.0 Serum
95 >40.0 Serum
96 >40.0 Serum
97 >40.0 Serum
98 >40.0 Serum
99 >40.0 Serum
100 >40.0 Serum
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Table S2. Costs associated with the RT-LAMP for ZIKYV detection developed in this study,
per one reaction (prices are based on Brazilian reagent prices at the time of the study, and

are converted to US$).

Reagent Price ($) No. of reactions Value per

reaction (%)

Bst 3.0 DNA Polymerase 525,23 3,000 0,175
(NEB)
Set of primers (IDT) 72,40 3,611 0,020
SYBR (Invitrogen) 787,69 10,000 0,078
dNTPs (Invitrogen) 201,38 4,545 0,044
RNase free water - SO0mL 56,00 11,111 0,005
(Promega)

Total 0,322
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Table S3. Costs associated with the RT-qPCR for ZIKYV detection used in this study, per one

reaction (prices are based on Brazilian reagent prices at the time of the study, and are

converted to US$).
Reagent Price ($) No. of reactions Value per
reaction (%)
RNA Extraction Kit 1.993 84 250 7,975
(QIAGEN)
Primers and probe (IDT) 759,38 2,125 0,357
One-Step (QuantiNova 923,07 500 1,846
Probe RT-PCR Kit)
RNase free water - 50mL 56,00 3,787 0,014
(Promega)
96-well Plate (Thermo 98 4 960 0,102
Fisher Scientific)
Sealing Tape Optically 332,30 9,600 0,034
(Thermo Fisher
Scientific)
Total 10,328
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Supplementary Fig. 1. Graphical workflow. a, Reagent preparation: Linear DNA for toehold
switches is obtained by PCR from a plasmid vector. Similarly, positive control trigger DNA is
obtained from plasmids via PCR and subsequently in vitro transcribed into RNA. Column
purification steps are indicated. b, Material preparation: Yellow acrylic markers are laser-cut to fit
into the four corners of a 384-well plate. Two mm holes are punched out from BSA-treated filter
paper using a 2mm biopsy punch and deposited in the bottom of each reaction well. The wells
surrounding the reaction are then filled with water and an aluminum foil seal is placed on the plate.
Using a knife, only the reaction wells are cut out. ¢, Diagnostic assay: Viral RNA is extracted from
patient samples and then amplified through NASBA isothermal amplification, alongside positive
control trigger RNA. The amplification product from NASBA is then added to cell-free reactions
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with linear switch DNA. Clear PCR film is applied to the plate to seal the reactions. The plate is
placed inside the pre-incubated PLUM device. d, Reaction analysis and data collection: The
PLUM software recognizes the plate and continues to capture the reaction (5 min intervals) over
the next three hours. At the end of the reaction, the software analyzes the images generated,
determining whether a purple to yellow color change has occurred in each well. PLUM generates
a graphical report, which indicates whether the sample is positive or negative using a pre-

determined threshold value.
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Supplementary Fig. 2. PLUM software application graphical user interface (GUI). a,
Automated well alignment. Image of a 384-well plate captured from the bottom by the PLUM
camera. Regions of interest (ROIs) are automatically identified by the PLUM software following

plate validation. Here, grey circles indicate the ROIs that were identified following alignment of
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the four yellow acrylic markers in the corner wells of the plate. b, Image of the GUI’s Launch page
in the PLUM software application. The panel contains buttons to initiate tasks including plate
validation, image capture, map setup, report generation, cloud upload, window minimization,
move tray track and program termination. ¢, Map page of PLUM GUI for subgrouping samples.
For automated data analysis and real-time plotting of data on the display, samples can be divided
into subgroups (e.g., Sample, Control). New subgroups can be created or deleted using “+” and -
” buttons. Sample ID can be chosen from Available Samples pool (right) and assigned to the
Selected Samples in Group pool (left) for subgrouping with arrow buttons. d, Map page of PLUM
GUI for Sample ID assignment. Here, sample identification and type (i.e., Background, Control

and Sample) can be assigned to corresponding well locations (Fig 3b).
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Supplementary Fig. 3. Comparison of quantitative colorimetric analysis methods for the
PLUM reader (left panel) versus a conventional plate reader (right panel). PLUM (left

column): Camera-based monitoring of changes in RGB channels for each of the 384 ROIs provides
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a summary of color changes in the form of an RGB ratio. The PLUM signal calculator software
method places the increasing channel value over the decreasing channel value to provide
absorbance-equivalent measurements that can be used to track changes in diagnostic reactions
(blue/green). Plate reader (right column): Conventional plate readers monitor transmittance of a
narrow band of wavelengths through diagnostic reactions (570 nm). As positive diagnostic samples
turn purple, absorbance of the monitored wavelength leads to a decrease in transmitted light from

the sample, which can be used to provide a quantitative output.

In order to assess the positional effect of reactions in PLUM, an experiment was performed in
biological triplicate, each including a technical triplicate, at five different locations in a plate: four
reactions close to the edges of the plate and one at the center of the plate (plate input, and main
Fig. 2f,g). Each reaction has a positive (purple) and a negative (yellow) sample. PLUM camera-
based monitoring was opposed to a conventional plate reader. As observed in the results (Fig. 2g),
sample position in the plate did not introduce significant deviations to positive or negative
measurements in either of the methods as demonstrated by the size of the SD. The graph (Fig. 2g)
represents one of the biological experiments, including all its technical triplicates at the five
different locations (so 15 positives and 15 negatives reactions are plotted). In this Supplementary
Fig. 3, only one of the triplicate positive and negative measurements were plotted as the goal was

to compare PLUM to a conventional reader.
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Supplementary Fig. 4. Schematic comparing the optical design of PLUM versus a
conventional plate reader. a, A conventional plate reader is based on a movable
spectrophotometer that is comprised of a monochromator, slit, and fiber optics. This optical
monitoring apparatus moves across the plate at each read interval to illuminate and monitor light
transmittance from wells. The collected light is filtered and quantified by a photomultiplier tube
(PMT) to provide absorbance measurements via a digital reader. b, The PLUM device is composed
of a white light source with a broad range of wavelengths that cover the visible spectrum and a
camera to monitor changes in the light collected from samples. The light box provides even
illuminance over the whole plate, which is placed at the focal point of the camera for collection of

red, green and blue channel values of all 384 ROIs in parallel.
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a b
Samples Ct value Ct value Samples (PFU/mL) | Ctvalue | Ctvalue | Ct mean
H20 N.A. N.A. H20 N.A. N.A. N.A.
DENV-1 N.A. N.A. 103 N.A. N.A. N.A.
DENV-2 N.A. N.A. 102 N.A. N.A. N.A.
DENV-3 NA. NA. 10 NA._ | NA._ | NA
DENV-4 N.A. N.A. 100 NA NA NA
YFV N.A. N.A. = — —
ZIKV Am 12.40 12,52 10° 3607 | 3552 | 358
ZIKV Af N.A. N.A. 102 32.71 32.39 32.6
CHIKV N.A. N.A. 103 28.45 28.4 28.4
104 21.37 21.42 214
10° 16.75 16.9 16.8
C
Time (min) Threshold in Accurac True Positive False Negative False Positive True Negative Total
PLUM a.u. Y Samples Samples Samples Samples Samples
70 0.1316676 91.04% 66 7 17 178 268
75 0.1183366 91.04% 68 5 19 176 268
80 0.1280939 92.16% 68 5 16 179 268
85 0.1277769 89.18% 68 5 24 171 268
90 0.1386287 91.42% 68 5 18 177 268
95 0.141508 91.42% 68 5 18 177 268
100 0.1429698 95.15% 68 5 8 187 268
105 0.1616789 95.15% 70 3 10 185 268
110 0.144444 95.15% 68 5 8 187 268
115 0.1486262 96.27% 68 5 5 190 268
120 0.1631186 94.40% 68 5 10 185 268
125 0.1668622 97.39% 68 5 2 193 268
130 0.160333 98.51% 69 4 0 195 268

Supplementary Fig. 5. RT-qPCR data for Zika virus detection and threshold design. a, RT-

qPCR data for analytical specificity of Zika virus detection. b, RT-qPCR data for analytical

sensitivity of Zika virus detection. Zika virus concentration is reported as PFU/mL. For both (a)

and (b), experiments were performed in biological triplicate, each containing a technical duplicate.

Ct values displayed are technical duplicates of a representative experiment. ¢, Threshold values of

arbitrary unit (a.u.) for Zika virus diagnostics established using normalized readings from

analytical sensitivity tests performed in PLUM device. Column 1 and 2 is the time-based threshold

value determined in PLUM for Zika Virus detection. Column 3 is the overall accuracy of the

detection in PLUM compared to the RT-qPCR that was ran in parallel as listed within column 4 to

8.
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Supplementary Fig. 6. Data from screening of top performing candidate chikungunya virus
toehold switch-based sensors. Time-course monitoring of LacZ expression (570 nm) from eight
candidate toehold switch-based sensors (Sw; 33 nM) +/- synthetic trigger RNA (T) containing a
fragment corresponding to the chikungunya viral genome (2 uM). Sensor ChikV 09 (not displayed
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here) was the best performer and was the one used in the study. Each experiment was performed
in biological triplicate, each containing a technical triplicate. ~Graphs are representative
experiments of one of the biological triplicates using the mean of the technical triplicate +/- SD.

Absorbance at 570 nm are normalized a t=0 and displayed as arbitrary units.
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a b
Samples | Ctvalue |Ctvalue Samples (PFU/mL) | Ctvalue | Ctvalue | Ct mean
H20 N.A. N.A. H20 N.A. N.A. N.A.
DENV-1 N.A. N.A. 103 N.A. N.A. N.A.
DENV-2 N.A. N.A. 102 N.A. N.A. N.A.
DENV-3 NA 1 NA, 10 36.4 37.4 36.9
DENV-4 N.A. N.A. 100 336 35 336
YFV N.A. N.A. . - - -
ZIKV Am NA. NA. 10 30.6 30.5 30.6
ZIKV Af NA. NA. 102 27.3 26.9 27.1
MAYV N.A. N.A. 103 23.2 23.1 23.2
CHIKV-PE 11.8 11.8 104 19.5 19.8 19.7
CHIKV-PB 10.8 11 10° 15.6 15.5 15.6
C
. . Threshold in True Positive False Negative False Positive True Negative Total
Time (min) PLUM a.u. Accuracy Samples Samples Samples Samples Samples
75 0.08 98.46% 12 1 0 52 65
80 0.09 98.46% 12 1 0 52 65
85 0.07 98.46% 12 1 0 52 65
90 0.11 98.46% 12 1 0 52 65
95 0.11 98.46% 12 1 0 52 65
100 0.13 98.46% 12 1 0 52 65
105 0.14 98.46% 12 1 0 52 65
110 0.15 98.46% 12 1 0 52 65
115 0.15 98.46% 12 1 0 52 65
120 0.16 98.46% 12 1 0 52 65

Supplementary Fig. 7. RT-qPCR data for CHIKV detection and threshold design. a, RT-

qPCR data for analytical specificity of chikungunya virus detection. b, RT-qPCR data for

analytical sensitivity of chikungunya virus detection. Chikungunya virus concentration is

reported as PFU/mL. For both (a) and (b), experiments were performed in biological triplicate,

each containing a technical duplicate. Ct values displayed are technical duplicates of a

representative experiment. ¢, Threshold values of arbitrary unit (a.u.) for chikungunya

diagnostics established using normalized readings in analytical sensitivity tests performed in

PLUM device. Column 1 and 2 is the time-based threshold value determined in PLUM for

CHIKYV detection. Column 3 is the overall accuracy of the detection in PLUM compared to the

RT-qPCR that was ran in parallel as listed within column 4 to 8.
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NASBA Sequence Length

primers

NASBA AATTCTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGGGCAC |51

ZIKV F AGTGGGATGATCGTTA

NASBA CCTGTCCTCGGTTCACAATCAA 22

ZIKV R

NASBA AATTCTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGGCACA | 51

CHIKV_F CAACTGGTACTGCAGA

NASBA AATGGTGCTGTGTGCTGCAGCG 22

CHIKV_R

Sensors

ZIKV sensor TTTCGCTCTATTCTCATCAGTTTCATGTCCTGTGTCG | 97
GACTTTAGAACAGAGGAGATAAAGATGGACACAG
GACACAACCTGGCGGCAGCGCAAAAG

CHIKV s TA | GCGCTAATACGACTCACTATAGGGCGTTCTTTTAGC | 128

10 CAATACTTGAAGCCAGATGGTGCCGTTATAGTTATG
AACAGAGGAGACATAACATGAACGGCACCAACGC
CGTTAACCTGGCGGCAGCGCAA

Triggers

ZIKV trigger CTAATACGACTCACTATAGGGCCAGCACAGTGGGA | 215

TGATCGTTAATGACACAGGACATGAAACTGATGAG
AATAGAGCGAAAGTTGAGATAACGCCCAATTCACC
AAGAGCCGAAGCCACCCTGGGGGGGTTTGGAAGCC
TAGGACTTGATTGTGAACCGAGGACAGGtagcataaccce

ttggggcctctaaacgggtettgagggoottttttg

CHIKV trigger

GCGCTAATACGACTCACTATAGGGTTCATAGTGGG
GCCAATGTCTTCAGCCTGGACACCTTTCGACAACAA
AATCGTGGTGTACAAAGGCGACGTCTACAACATGG
ACTACCCGCCCTTCGGCGCAGGAAGACCAGGACAA
TTTGGCGACATCCAAAGTCGCACGCCTGAGAGCGA

357
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AGACATCTATGCTAACACACAACTGGTACTGCAGA
GACCGTCCGCGGGTACGGTGCACGTGCCGTACTCT
CAGGCACCATCTGGCTTCAAGTATTGGCTAAAAGA
ACGAGGGGCGTCGCTGCAGCACACAGCACCATTTG
GCTGTCAAATAGCAACAAACCCGGTAAGAGCGATG
AACTGC

T3T8 lentivirus

GCCAGCACAGTGGGATGATCGTTAATGACACAGGA

292

trigger CATGAAACTGATGAGAATAGAGCGAAAGTTGAGAT
AACGCCCAATTCACCAAGAGCCGAAGCCACCCTGG
GGGGGTTTGGAAGCCTAGGACTTGATTGTGAACCG
AGGACAGGactcgataaGCTGACCCTAATAGTGGCCATC
ATTTTGCTCGTGGCGCACTACATGTACTTGATCCCA
GGGCTGCAGGCAGCAGCTGCGCGTGCTGCCCAGAA
GAGAACGGCAGCTGGCATCATGAAGAACCCTGTTG
TGGATGG

PCR primers

in pCOLA-Duet

backbone

PCR sensor F aattgactctcttccgggeg 20

PCR sensor R AGTGTGACCGTGTGCTTCTC 20

in pET-15

backbone

PCR trigger F CTCGACGCTCTCCCTTATGC 20

PCR trigger R

Gcagtcaggcaccgtgtatgaaatc

25

dsDNA CHIKV
trigger

PCR CHIKV F

GCGCTAATACGACTCACTATAGGGTTCATAGTGG

34

PCR CHIKV_R

GCAGTTCATCGCTCTTACCG

20

qPCR primers
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RT-qPCR CCGCTGCCCAACACAAG 17

ZIKV_F 1086

RT-qPCR CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT 24

ZIKV R 1162¢

RT-qPCR FAM-AGCCTACCTTGACAAGCAGTCAGACACTCAA- | 39

ZIKV P 1107 MGB

RT-qPCR GCGCTAATACGACTCACTATAGGGTTCATAGTGG 34

CHIKV_F

RT-qPCR GCAGTTCATCGCTCTTACCG 20

CHIKV_R

RT-qPCR FAM-AGGTACGCGCTTCAAGTTCGGCG 27

CHIKV P 6919

Best

performing

CHIKY sensors

CHIKV s TA | GCGCTAATACGACTCACTATAGGGTTTTAGCCAATA | 128

01 CTTGAAGCCAGATGGTGCCTGAGAGTTATAGTTAT
GAACAGAGGAGACATAACATGAACTCTCAGAACAG
AGTTAACCTGGCGGCAGCGCAA

CHIKV s TA | GCGCTAATACGACTCACTATAGGGAAATTGTCCTG | 128

02 GTCTTCCTGCGCCGAAGGGCGGGTAGTTATAGTTAT
GAACAGAGGAGACATAACATGAACTACCCGAACGT
AGTTAACCTGGCGGCAGCGCAA

CHIKV s TA | GCGCTAATACGACTCACTATAGGGAATACTTGAAG | 128

04 CCAGATGGTGCCTGAGAGTACGGCAGTTATAGTTA
TGAACAGAGGAGACATAACATGAACTGCCGTAACG
CAGTTAACCTGGCGGCAGCGCAA

CHIKV s TA | GCGCTAATACGACTCACTATAGGGATAGATGTCTTC | 128

05

GCTCTCAGGCGTGCGACTTTGGATGTTATAGTTATG
AACAGAGGAGACATAACATGAACATCCAAAACGAT
GTTAACCTGGCGGCAGCGCAA
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CHIKV s TA_
06

GCGCTAATACGACTCACTATAGGGACTTGAAGCCA
GATGGTGCCTGAGAGTACGGCACGTGTTATAGTTA
TGAACAGAGGAGACATAACATGAACACGTGCAACC
GTGTTAACCTGGCGGCAGCGCAA

128

CHIKV s TA_
07

GCGCTAATACGACTCACTATAGGGAGCATAGATGT
CTTCGCTCTCAGGCGTGCGACTTTGGTTATAGTTAT
GAACAGAGGAGACATAACATGAACCAAAGTAACTT
GGTTAACCTGGCGGCAGCGCAA

128

CHIKV s TA_
08

GCGCTAATACGACTCACTATAGGGCGGACGGTCTC
TGCAGTACCAGTTGTGTGTTAGCATGTTATAGTTAT
GAACAGAGGAGACATAACATGAACATGCTAAACCA
TGTTAACCTGGCGGCAGCGCAA

128

CHIKV s TA_
10

GCGCTAATACGACTCACTATAGGGCGTTCTTTTAGC
CAATACTTGAAGCCAGATGGTGCCGTTATAGTTATG
AACAGAGGAGACATAACATGAACGGCACCAACGC
CGTTAACCTGGCGGCAGCGCAA

128




256

Table 2. Cost analysis of the test.

Number
of
Product Volume reactions | Cost /
Product volume (uL) per | per reaction -
cost USD | (uL) reaction product USD
NASBA 254.00 480.00 5.0000 96.00 2.65
NASBA primers 8.52 800.00 0.1000 8000.00 0.00
RNAse inhibitors
NASBA 51.85 75.00 0.0500 1500.00 0.03
1 well in plate 384 | 1157.00 19200.00 1.0000 19200.00 0.06
PureExpress 2377.04 1000.00 1.0700 934.58 2.54
Per sensor 1481.48 25 0.0266 939.85 1.58
RNAse inhibitors
CF 51.85 75.00 0.0133 5639.10 0.01
CPRG 85.93 10000.00 0.1920 52083.33 0.00
Paper 0.20 300.00 0.00
TOTAL cost per
reaction 6.88
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SI Toehold switch background information

RBS

AUG Target
= <
o =|linker a* b*
a
Toehold
linker

( AR RRRNn!

a* b*

Ribosome

Toehold switches are a novel class of riboregulators described for the first time in 2014!. These

programmable regulators enable post-transcriptional activation of protein translation through

linear-linear RNA interactions and subsequent strand displacement.

Toehold switches contain:

- Defined regions

@)

@)

@)

@)

Ribosomal binding site (RBS) of the mRNA, sequestered in the hairpin
AUG start codon, sequestered in the hairpin

21-nt linker between the hairpin and the regulated gene

The sequence of the gene being regulated (e.g., LacZ)

- Target-dependent region:

@)

A sequence specific region (a,b), complementary to a corresponding trigger

RNA (a*,b*)
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The riboregulator folds into the hairpin secondary structure depicted in the schematic above
and acts as a repressor of translation. In this conformation, the RBS as well as the start codon

are sequestered into the hairpin and are not accessible to the ribosome.

Upon binding to its sequence specific trigger RNA (a*,b*), the toehold switch linearizes,

releasing the RBS sequence and enabling expression of the downstream gene, here LacZ.

Moreover, the toehold switch mechanism is able to tolerate up to 4-nt mismatches between the
target sequence and 25-nt toehold domain, allowing it to accommodate the intrinsic virus

sequence variability (~11%)?.
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SI RNA copy number calculation

In order to determine the RNA copy number per pL used in each NASBA reaction, the

following example calculation was used:

Example calculation of the copy number of synthetic RNA molecule of Zika virus.

[C]= A0/ €

Where [C] represents the concentration of the solution, Axe represents the absorbance at 260
nm of the solution, and where € represents the extinction coefficients of the molecule present
in the solution (here, the synthetic RNA).

¢ values for the Zika virus synthetic RNA or chikungunya virus synthetic RNA

ezikv = 1,506,900 L / (mol x cm)

ecakv = 3,433,100 L / (mol x cm)

Following in vitro RNA synthesis, absorbance of the solution at 260 nm was determined using
a nanodrop. In this case, Az =3.10

So [C]=3.10/1,506,900 =2.057 uM

[C] can also be expressed as:

[C]=n/V

Where n is the moles (mol) and V is the volume of the system expressed in liters (L).

Son=[C]x V.
Andin 1 pL, n=2.057 x 10°x 10°=2.057 x 102 mol.

Finally, the number of molecules (m) per mol:

m=nxA

Where A is the Avogadro number and A = 6.022 x 10> molecules / mol.

In 1 pL, m=2.057 x 1012 x 6.022 x 10% = 1.24 x 10'2 molecules.

Serial dilutions of the solution where performed, from 1.24 x 10% molecules / uL to 1.24

molecules / puL (or 1.239 x 10° molecules / pL).
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SI Documentation for international field work

The following information and documents are included as an example of what our team
prepared in planning for international field work. This information is provided as a guide, and
requirements for importation/exportation of instruments, reagents, and samples may vary from
country to country. Further, in some cases, the documents we prepared were required and in
others, they were not necessary. Documents S1.2-1.6 were kept on person during travel and
duplicate copies were stored in the luggage. We include templates for these documents that can
be used as a guide when preparing for international field work. It is important to always check

the local laws and requirements for customs before travelling.

In this section, the “Guest” refers to the research team (and/or their institution) travelling to
conduct the field work and “Host” refers to the researchers (and/or their institution) in the

country where the field work was conducted.

Table S1: List of documents kept on person for travel with scientific instruments and reagents

FileID | Document Justification Prepared by
Guest | Host
S1.1 Ethics approval Work involving collection of | x X

patient samples requires research

ethics board approval.

S1.2 Letter of donation Explains that the consumables | x
and reagents used in the field
work constitute a donation from
the Guest institution to the Host
institution, that the nature of the

work is non-commercial, and
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that no money was given in

consideration.

Explains what the equipment,
consumables, and reagents are
and the purpose of the field work.
One copy in English and one
copy in the Host country’s

official language.

Details the components of the
PLUM instrument and gives the

costs of each item.

An itemized inventory to account
for all the laboratory materials
travelling to the Host country.
The items listed should
correspond with the Letter of

donation.

S1.3 Letter of importation

S1.4 Bill of materials (BOM)
for PLUM

S1.5 Manifest of equipment,
consumables, and
reagents

S1.6 Supporting documents

Past research papers, press
releases, grant award letters, and
other documents to demonstrate
that the field work is part of
sustained and legitimate

academic research work.

S1.2 Letter of Donation Template

(On Guest institutional letterhead)

From: Associate Dean of Research (or equivalent role) at Guest institution
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Certificate of Donation

Please be advised that the equipment and supplies listed on the attached document constitute a
gift to [Host institution] in [city, country] from [Guest institution] in [city, country] for the

ongoing research project entitled “[title of research project].”

It is my understanding that the items will be used for the express purpose of [...] by [Host
institution] and their collaborating partners. The items will be brought in by [name(s) of
traveller(s)], a [role of traveller(s)] as carry-on and check-in luggage [date of flight]. As outlined
in the attached document, the consumables will be used during experiments by the team at [Host

institution] and the [names of instruments] will return to [Guest country] at the end of the trip.

No money was received or given for these items. These items will not be resold by [Host

institution] and have no commercial value.

If you have any questions concerning the donation, please feel free to e-mail me at [email

address].

Sincerely,

[Signature]
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S1.3 Letter of importation

(On Host institutional letterhead)

(Duplicate copy in Host country official language)

From: Host Principal Investigator, Department Chair, or Faculty Dean

To Whom It May Concern:

[Introduction to who the writer is, their role in the research project, the title of the research
project, and the dates of the research project. Identification of the travellers from the Guest
institution and their role in the research project. Identification of the funding and sponsoring

organizations. |

[Lay background of the research project and its relationship to the Host institution’s work.

Description of the equipment, reagents, and consumables being brought into the country.]

[Request for permission to bring the items into the country. Declaration of the safety and non-
toxicity of the reagents. Declaration of the non-commercial value and research-only use of the

transported equipment and reagents. |

Sincerely,

[Signature]



S1.4 Bill of Materials (BOM) for PLUM instrument

PART SPECIFICATION/CODE VENDOR COST (CAD)
Incubator

Incubator INCUKIT™ MINI Warehouse $ 62.49

Strip LEDs YJ-VTC-RB-5730-12V-56 YUJILED $ 48.88

Servo Motor (Continous Rotation) HSR-1425CR Robotshop $ 21.51

Servo Gear RB-Sct-458 Robotshop $ 20.18

Temperature Sensor DS18B20 Robotshop $ 8.85
5V/3A Step Down Voltage Module 12V to 5V Power Supply

DC-DC Converter to 5V with USB Interface Amazon $ 12.99
StarTech.com Micro USB to Mini USB 2.0 Adapter M/F

Micro USB to Mini USB 2.0 Converter UUSBMUSBMF Amazon $ 6.99
DIGITEN DC 6V 5-11V to 12V 2A Step up Converter

DC-DC Converter 5-11V to 12V 2A Regulator Amazon $ 14.19

Keyboard Amazon $ 19.99
Edota 2.4G Professional Rechargeable Wireless Gaming

Mouse Mouse Amazon $ 11.99
12 Volt Power Supply - 7 Amp Standard (12V 7ADC)

Power Bar Adapter Amazon $ 2551

Power Adapter Head Digikey $ 1.40

Black Acrylic for enclosure Black 3mm thick Acrylic by 4 foot by 8 foot cutin 12by 20  |McMaster Carr $ 2141

Clear Acrylic 8560K171 McMaster Carr $ 1.32

Above ground art

Diffuser Sheets (Matte dura-lar and matte mylar) supplies $ 3.29

Raspi 3 Raspberry Pi 3 Model B Board Amazon $ 52.99

Raspi Camera Raspberry Pi Camera Module V2 - 8 Megapixel,1080p Amazon $ 32.99

Flex Cable Flex Cable for Raspberry Pi Camera - 24" / 610mm Amazon $ 7.99

Raspi Touch Screen TOUCHSCREEN LCD DISPLAY Amazon $ 10295

Solderless Connectors LED Light Strip Connector Amazon $ 5.00

SD Card Extreme Pro 32GB Amazon $ 45.03

Screws for display McMaster Carr $ 3.86

Nuts for display McMaster Carr $ 1.00

Hex Stand-off 18-8 Stainless Steel, 1/4" Hex, 1-

3/4" Long, 4-40 Thread Size McMaster Carr $ 10.68

Hex stand-off 6/6 Nylon, 1/4" Hex Size, 5/8"

Long, 4-40 Thread Size McMaster Carr $ 12.24
4-40 screw 3/16" McMaster Carr $ 0.83
4-40 screw 3/8" McMaster Carr $ 0.90
4-40 screw 7/16" McMaster Carr $ 0.15
4-40 screw 1/2" McMaster Carr $ 1.01
18-8 Stainless Steel Hex Nut McMaster Carr $ 0.29
Rocker Switch McMaster Carr $ 1.26
Power Plug McMaster Carr $ 1.07
Angle brackets Digikey $ 6.40
3d print parts Shop3d $ 2.40
PCB Active Surplus $ 1.95
Adafruit t-cobbler head Adafruit $ 9.94
Wires $ 12.00
Microswitch Digikey $ 6.50
Connectors $ 4.50
Solder $ 1.00




S1.5 Manifest of

equipment,

Materials, Reagents, Equipment List

Item

Materials

consumables,

Quantity Recife Quantity Torontc Product ID
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and reagents

Vendor

Corning 384 Well Plates 1 case (50) CLS3544 Sigma Aldrich
Aluminum Sealing Tape 1 box 95.1995 Sarstedt

PCR Tape 1 box 95.1994 Sarstedt

Biopsy punches 1 box of 15-20 33-31-P/25 McKesson
Tweezers 4 Non-surgical,ex Amazon

Cutting Pad 3 Any, ex: Amazon

blades 3

Z\;hatman@ quantitative filter paper, ashless, Grade 2 boxes WHA1442042 Sigma Aldrich
yellow acrylic markers atube

PCR Tubes (Strip/Individual) (0.2mL) Any

1.5mL Tubes 1500 Any

50mL Falcon Tubes 20 tubes Any

QIAamp Viral RNA Mini Kit #52904/52906 Qiagen

Qiagen PCR purification kits 2 28106 Qiagen

Q5 Polymerase 2 M0491L New England Biolabs
dNTP set 2 N0446S New England Biolabs
T7 transcribe-RNA Synthesis kit 2 E2040S New England Biolabs
Reagents

BSA 0 w filter paper CAS#9048-46-8 Bioshop Canada
CPRG 1 1 10884308001 Sigma Aldrich
NASBA Liquid Kits 14 kits SKU: NWK-1 Life Sciences Advanced Technologies Inc.
Rnase Inhibitor 3 MO0314S New England Biolabs
NEB PURExpress kits Skits + 2 -

Nuclease Free Water Any

Equipment

Thermal Cyclers 2

Nanodrop/Nucleic Acid quantification equipment

PLUM 1t02 1 -

NASBA Primers 2 3

gPCR Primers 3

Trigger Linearization Primers 3

Switch Linearization Primers 2 3

Linearization for

50ug 50-75 (2-3 DAYS)

Switch Linear DNA PCR

Switch Plasmid DNA 10ug 1 miniprep

Trigger Plasmid DNA 10ug 1 miniprep




266

S1.6 Supporting documents

To provide support for the legitimate nature of our research project, we brought along copies

of the following documents:

e Previous publications relating to the ongoing research

Funding announcements

Press releases and news stories related to the project

Printed slides from research presentations
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SI Hardware: Supplemental Files for Electronic Optical Reader
A. Original be

(https://github.com/PardeeLab/zikaproject hardware.git)

Manufacturing files can accessed here as a zip file

with  the  following

information:

a. Laser Cut Files.

b. 3D Print Files.
KiCad Circuit Board Files.
PLUM Assembly FreeCAD File.
e. PLUM Bill of Materials (BOM).

S

B. Motherboard Schematic and 3D View
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ANEXO I — Material suplementar do artigo publicado

SUPPLEMENTARY INFORMATION

Design to Implementation Study for Development and Patient Validation of Paper-Based

Toehold Switch-Based Diagnostics

Katariina Jaenes'”, Severino Jefferson Ribeiro da Silva®*, Justin R.J. Vigar!", Kaiyue Wu’#,
Masoud Norouzi!, Pouriya Bayat', Margot Karlikow!, Seray Cicek!, Yuxiu Guo', Alexander

A. Green**, Lindomar Pena?, Keith Pardee'

"Leslie Dan Faculty of Pharmacy, University of Toronto, Toronto, ON M5S 3M2, Canada.
2Laboratory of Virology and Experimental Therapy (LAVITE), Department of Virology,
Aggeu Magalhaes Institute (IAM), Oswaldo Cruz Foundation (Fiocruz), Recife, Pernambuco,
Brazil.

3Department of Biomedical Engineering, Boston University, Boston, MA, USA.

“Molecular Biology, Cell Biology & Biochemistry Program, Graduate School of Arts and
Sciences, Boston University, Boston, MA, USA.

SDepartment of Mechanical and Industrial Engineering, University of Toronto, Toronto, ON,

Canada.

1. Agarose Gel Electrophoresis

3.4. Perform agarose gel electrophoresis' to determine the quality of PCR products. We
typically run 1 pL from each sample on a 1 % agarose gel (Figure 2). If PCR products are of
low quality in some samples, fresh PCR reactions can be set up for these samples and different

annealing temperatures (typically between 50 - 65 °C) can be screened.

2. Denaturing Polyacrylamide Gel Electrophoresis

Urea is a chaotropic denaturant and urea-PA gels are used to verify the quality of in vitro
transcribed target RNA fragments. A typical 6 % urea-PA gel, containing 7 M urea, is prepared
using according to table 6the following recipe (adopted from Summer et al

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3329804/):
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[Place Table S1 here]
Table S1. 6% urea-PA gel recipe for analysis of the IVT products

2.1. The gel mixture is cast and allowed to set for 30 minutes before placing in 1X TBE running

buffer (pH 8.4).

2.2. Gels are pre-run at a constant 20 Watts for 30 minutes to warm up.

2.3.RNA samples in 1X RNA loading dye are then heated at 70 °C for 10 minutes, chilled on

ice and loaded onto the gel.

2.4. Gels are run at 10 V/cm for 60 minutes or until the bromophenol blue dye front reaches the

bottom of the gel.

2.5.Gels are then stained for 10 minutes in 1X TBE containing 1X SYBR Gold and visualized

in a UV transilluminator.

3. Determining RNA Concentration

Online tools such as Oligo Calc (http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html) can be
used to determine the molecular weight of RNA sequences. Follow the steps below for molarity

and copy number calculation:

RNA concentration (ng/uL)

RNA molarity (M) = Molecular Weight (grams/mole)

RNA copy number (copies/uL) = RNA molarity (M) x (6.022 x 10**) x 10
4. Preparation of Paper Discs for Cell-free Paper-based Reactions
Cellulose paper discs serve as a solid matrix for biosafe and deployable housing of cell-free

diagnostic reactions. Prepare 5% w/v BSA blocked filter paper according to the guidelines

below:
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4.1. Using tweezers, place 5 paper discs (Whatman, 1442-042) in a 50- mL conical tube and fill
with 50 mL of a solution of 5 % w/v Bovine Serum Albumin (BSA), incubating at room
temperature with shaking overnight. BSA will block the cellulose paper surface and prevent

non-specific binding of cell-free reaction components to the paper.

4.2. The following day, wash the paper discs with nuclease-free water to remove excess BSA.

Three water washes (50 mL) will be sufficient.

4.3. Overlay the blocked and washed paper discs in a single layer on an aluminium foil and
place on a heat block (50-60 °C) until dry. Blocked paper can be stored at room temperature in

a sealed 50 mL tube for several months.

4.4. Use a 2 mm biopsy punch to cut 2 mm paper discs from the blocked filter papers and insert
in 384-well plates either by ejecting or using tweezers. The plate is now ready for cell-free

reaction set up.
5. Determining ON/OFF Ratio

5.1. To do this, at each 10-minute time point we calculate the rate of change of ODs7o using the

following formula:

_ (Tn+1 - Tn)
B 10

Sn

Where T is normalized data at time point T, and 10 minutes later Ty+1and S, is the slope for T,
5.2. Subsequently, the ON/OFF ratio is determined by dividing the average of each triplicate at

a time point by the average of the ‘switch alone’ at that time point.

Sn Switch & Target
Sn Switch Alone

Switch ON /OFF fold change =
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6. PLUM Instruction Manual for Users

PLUM is a low cost, camera-based reader developed from the Pardee lab that is capable of
incubating and reading colorimetric reactions in a 384-well plate format (Figure S1). Here,
PLUM will be used to measure the colorimetric output of toehold switch-based RNA sensors
in response to Zika virus RNA. At the end of every experiment, the raw data (.csv file) from
the PLUM is uploaded to a secure database on Amazon Web Services (AWS). PLUM will also

generate a PDF report indicating whether samples were positive or negative for Zika virus.

Below we describe the user interface for PLUM, and demonstrate how to use the instrument

and manage the data.

Figure S1: PLUM companion reader. Schematic of the PLUM (Portable, Low-cost, User-
friendly, Multimode) device, which is essentially a "lab-in-a-box"and serves as a temperature-
controlled plate reader (384-well format). This portable device provides quantitative and high-

throughput measurements of the paper-based Zika sensors on-site.
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Figure S2. PLUM workflow and layout of the PLUM software interface. A) The workflow
process for using the PLUM begins with the user defining a map that corresponds to their
sample information and incubation of the reader to reach optimal temperature. This is followed
by plate validation and subsequent image capturing as the reaction proceeds. PLUM performs
an analysis on the captured images and displays the results as graphs depicting color change as
increase in signal intensity over time. Users then have the option to upload the raw data to the
AWS servers, or to obtain the files via USB. B) The PLUM user interface consists of the
“control panel” on the left, where users select instrument commands, and the “display panel”
on the right where the 384-well plate mapping and data grouping is performed. The “display
panel” is also where captured images of the plate validation stage and reaction stage are

displayed.

6.1 Launch the PLUM software from the desktop by double clicking on the PLUM icon

The following steps are performed through the graphical user interface on the PLUM
instrument. To insert the 384-well plate into the device, single click on the “Out” button and
wait until the tray is fully open. The user then places the plate onto the tray with well “A1”
oriented to the left upper corner. Single click on the “In” button; this will return the tray to the
closed position. If the tray does not fully close, the user may click the “In” button a second time.
Do not close the program while the tray is moving. Unlike conventional plate readers, PLUM
uses a camera and computer vision software to monitor color change in each well during the

assay.
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6.2. Mapping

In this step, the user defines the map for the 384-well plate and provides the PLUM analysis
tool with the information (e.g. well/sample identity) needed to normalize the data and generate
graphs. The map can be set up before, during, or after the image acquisition step, although it is
best practice to define the map before an assay begins to make sure the sample/well information

1s not lost.

6.2.1. Single click on the “Map” button to enter the mapping page. Click on the “New/Edit”
button to create a new map. Click the “+” button to add a sample, and choose the reaction
category (e.g. Background, Control, Sample), then provide a name for the sample (Figure 3).
Click “OK” and then select the wells that correspond to the sample on the display panel. The
triplicate sample is now highlighted using a color code (blue for background, yellow for control
and purple for sample). Double-click on the wells to remove replicates from wells. To remove
any unwanted samples from the map, click the sample name in the list to highlight it and

click the “-” button.
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Figure S3. Defining the experimental map in PLUM. While in the mapping stage, users will
see the control panel on the left with commands and the list of entered samples. On the right of
the screen, users will see a color-coded map of the 384-well plate and where the samples are

located. This user-defined map will be used for downstream analysis of the experiment.

6.3. Plate validation

Once the experiment map has been defined and the plate has been inserted, single click on the
“Validate” button in the Control Panel to begin plate validation. Single clicking on the “New
Check” button in the Control Panel will start the plate validation process. A real-time image
will then be displayed on the screen, overlayed by an outline of the 384-well plate generated by
an algorithm that uses the four corner wells as guides (e.g. recall CPRG markers for image
alignment). Plate validation is dependent on the successful alignment of the image to the digital
template of the 384-well plate and indicates image recognition of the wells. Following a positive

validation result (Figure S4.), users can proceed with the experiment.
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NOTE: In the event of an error message, the users need to ensure that the four CPRG corners
are visible to the camera and that any empty wells have been covered with PCR foil to prevent

image overexposure.

« Back

& New Check |

Figure S4. Successful plate validation in PLUM. This image shows the captured live image

of the 384-well plate aligned with the validation outline, marked by a white dotted lines.

6.4. Image Capture

To begin, using the graphical user interface, click on the “Capture” button and then click on
“New Image” to begin reading the 384-well plate (3 hour run time). During this period, the
PLUM software will record measurements from all 384 wells every five minutes. A translucent
real-time image shows up on the screen during data collection so that users can follow assay
progress. The last image taken by the camera will be shown in the display panel at the end of
the capture process. In the event of a power outage or accidental end to the PLUM session, the

last image and measurements from all-time points will have been saved.

NOTE: To load previous data, click on the “Load Image” button. The last picture from the
desired data set will be displayed in the display panel, along with the associated 384-plate map
and image. Users can also find the excel file with the raw experimental data in the validate-

timestamp folder.
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6.5. Results

Once the diagnostic assay is finished, and with map data having been entered into the system,
users can click the “Analysis” button to view the results of the experiment, as well as generate

graphs of the data.

6.6. Grouping data into sets for analysis

For further analysis, users can organize the background, control and sample data sets into

groups that they would like to compare on graphs (Figure S5).

6.6.1. Click the “Edit Group” button to begin organizing the sample list. Click the “+” button

to create a new group. Name the group in the pop-up window and click ok.

6.6.2. Pick the samples of interest by selecting them and then use the “— button to move the
selected samples to the left panel. To remove the samples, select the “« button. The “save
map” button allows the user to save the map as an excel file with the sample name listed in any

folder. The map is saved in the Excel file with sample names that were defined.

NOTE: The user has the option to load an older map from another folder with “Load Map”

button.
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Figure S5. The group edit page allows users to select data to be graphed together. On the
group edit page, users can select samples from the available list on the right and move them to
the left “selected samples” window using the arrows. All of the samples in the same “selected
samples group” window will be graphed together during analysis. At the far left of the screen
is the complete list of groups for an experiment. In this example a group called “GROUP2” has

been selected, samples included are: C NEB2, S SG2, S SG+TG10 2 and S SG+TG20 2.

6.7. Accessing Data and Cloud Storage

After each run, users can upload their data files to cloud storage, providing a secure backup of
all raw data collected for the project, and allowing collaborating groups access to the data in
real time. Each PLUM device has its own AWS cloud storage account that users can login to

and check the content (users can set their own password on the first-time login).

6.7.1. To upload experimental data to AWS, click the “Upload” button and users will then

receive a message indicating if the upload has been successful.

NOTE: A successful upload of the capture data requires that the corresponding map file has

been created.
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6.7.2. The data package uploaded to the cloud will include a zip file that contains: a) map data
csv file (for the user); b) map files end in “pmap” (for PLUM); c) capture data csv file (for the
user); d) capture files end in imap file (for PLUM); e) a picture taken from the validation stage

with highlighted regions of interest; and f) the last picture taken from capture process.

6.8. Generating a Report

The PLUM device also generates a report that contains a graph containing the time course

temperature data and images of all the graphs defined in the ‘group edit’ page.

To generate a report, at the end of every experiment click on the “Report” button to save the

report on the local PLUM.

NOTE: Users can also transfer files from PLUM to their own computer via USB.

7. Oligo sequences used in this protocol

[Place Table S2 here]
Table S2. DNA sequences of switch and trigger.

[Place Table S3 here]
Table S3. Primer sequences for generating linear DNA from plasmid DNA using PCR.

[Place Table S4 here]
Table S4. NASBA primers for the Zika virus detection.

[Place Table S5 here]
Table S5. RT-qPCR primers for the Zika virus detection.
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Figure S1. Workflow for testing patient and mosquito samples.
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Figure S2. Amplification plot.
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Figure S3. Amplificaion plot.
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Figure S4. Amplification plot.
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Figure S5. Specificity.
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Figure S6. Spike.
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Figure S7. Samples with high cq value.
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Figure S8. Sensitivity.
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Figure S9. Optimization.
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Figure S10. Sample volume.
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ANEXO K - Artigos completos relacionados ao doutorado

Artigo 1: Loop-Mediated Isothermal Amplification (LAMP) for the Diagnosis of Zika Virus:
A Review

Artigo 2: Adaptive, diverse and de-centralized diagnostics are key to the future of outbreak
response

Artigo 3: Development and validation of a one-step reverse transcription loop-mediated
isothermal amplification (RT-LAMP) for rapid detection of ZIKV in patient samples from
Brazil

Artigo 4: Field validation of the performance of paper-based tests for the detection of the Zika
and chikungunya viruses in serum samples

Artigo 5: Design to Implementation Study for Development and Patient Validation of Paper-
Based Toehold Switch-Based Diagnostics
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Abstract: The recent outbreak of Zika virus (ZIKV) in the Americas and its devastating developmental
and neurological manifestations has prompted the development of field-based diagnostics that
are rapid, reliable, handheld, specific, sensitive, and inexpensive. The gold standard molecular
method for lab-based diagnosis of ZIKV, from either patient samples or insect vectors, is reverse
transcription-quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR). The method, however, is costly and
requires lab-based equipment and expertise, which severely limits its use as a point-of-care (POC)
tool in resource-poor settings. Moreover, given the lack of antivirals or approved vaccines for ZIKV
infection, a POC diagnostic test is urgently needed for the early detection of new outbreaks and
to adequately manage patients. Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) is a compelling
alternative to RT-qPCR for ZIKV and other arboviruses. This low-cost molecular system can be
freeze-dried for distribution and exhibits high specificity, sensitivity, and efficiency. A growing body
of evidence suggests that LAMP assays can provide greater accessibility to much-needed diagnostics
for ZIKV infections, especially in developing countries where the ZIKV is now endemic. This review
summarizes the different LAMP methods that have been developed for the virus and summarizes
their features, advantages, and limitations.

Keywords: diagnostic; point-of-care; loop-mediated isothermal amplification (LAMP); Zika
virus (ZIKV)

1. Introduction

Zika virus (ZIKV) is a mosquito-borne virus from the genus Flavivirus in the family Flaviviridae
and consists of two genetically distinct lineages: Asian and African [1,2]. Other notable viruses within
this genus include dengue virus (DENV), Japanese encephalitis virus (JEV), West Nile virus (WNV),
and yellow fever virus (YFV) [3]. Like most flaviviruses, the ZIKV is an enveloped virus with a capsid
50 nm in diameter and an RNA genome of approximately 11 Kb in length. The genome is translated as
a single long open reading frame (ORF) and encodes ten proteins. This includes seven non-structural
proteins (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5), which mediate viral replication for synthesis of
new viral particles, and three structural proteins (C, prM, and E), which comprise the capsid and play
a key role in host immune evasion [4,5].

First identified in 1947 in the Zika Forest of Uganda, ZIKV infections in humans remained sporadic
for 60 years, with very few cases reported, until April 2007 when the ZIKV caused an outbreak on Yap
Island, Federated States of Micronesia [6-8]. In 2013, the ZIKV was identified in French Polynesia and
spread rapidly across the Pacific, including New Caledonia and Cook Islands [9-11]. Coincidentally,
during those outbreaks, the link between Guillain—Barré syndrome (GBS) and ZIKV was reported,
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raising concerns about the neurological tropism of the virus [12]. In May 2015, the first case of ZIKV
infection was reported in Brazil [13] and the virus rapidly spread throughout the country and much of
Latin America, causing the largest recorded epidemic of the virus to date [14]. The Brazilian epidemic
raised great international concern because of severe birth defects, including microcephaly, in neonates
born to mothers infected by ZIKV during pregnancy [3,15,16].

ZIKV is transmitted mainly through the bite of infected mosquitoes from the genus Aedes, although
other vectors may also be involved in the transmission [17-21]. Additionally, other routes of ZIKV
transmission have been identified, including blood transfusions, transplacental, perinatal, and sexual
intercourse [22-24]. ZIKV infection usually causes a self-limiting and a mild illness, where the majority
of cases are asymptomatic and, when present, symptoms include fever, headache, rash, conjunctivitis,
and arthralgia [25]. In regions where there is a circulation of other arboviruses, such as DENV and
chikungunya (CHIKYV), the clinical diagnosis of ZIKV infection becomes extremely difficult because of
common symptoms. Therefore, laboratory-based molecular diagnosis is of fundamental importance to
correctly identify the etiologic agent [3,26].

Given the lack of approved vaccines and antivirals against ZIKV, a rapid and reliable point-of-care
(POC) diagnostic test for detection of ZIKV is urgently required for control and prevention measures
and to increase the diagnostic capacity of ZIKV-affected, mainly in low-resource areas [27,28]. ZIKV
infection is diagnosed in the laboratory by nucleic acid amplification tests or serological methods,
including enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA), plaque reduction neutralization tests (PRNT),
and lateral flow assays (rapid tests) [6,7,29-32]. Currently, RT-qPCR is considered the gold standard
method to detect ZIKV from patient and mosquito samples [6,7,29]. Although RT-qPCR provides
high-quality results, the test requires extensive sample preparation, RNA extraction, expensive
equipment, and technical expertise to run and interpret the amplification of the viral RNA. Moreover,
available serological methods are prone to produce false-positive results due to cross-reaction with
other flaviviruses in circulation, such as DENYV, and are therefore of limited value [6,7,33].

Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) is a powerful alternative POC assay for the
virus as it allows rapid, robust, and simple amplification of nucleic acid targets at a single and
fixed temperature [34]. The assay has many advantages over RT-qPCR, including rapidity, low cost,
high sensitivity, and high specificity. LAMP results can also be easily read with the naked eye
through color-based reporters that can be added to the reaction mixture [35]. Importantly, the simple,
single-temperature incubation allows LAMP reactions to be performed without expensive equipment,
directly in the field [36]. Since the 2015 emergence of the ZIKV in Brazil, many LAMP assays have been
developed for diagnosis by research groups across the world [27,37—-45]. These diagnostic platforms
based on LAMP have proven to be specific, sensitive and inexpensive POC tools that can be applied
even in resource-limited regions of the world. Here we review the development and application
of LAMP methods for the diagnosis of ZIKV and explore the next steps to bring this assay into
mainstream use.

2. Principles of LAMP Assay

LAMP was first reported in 2000 by Notomi et al. (2000) and has since undergone many adaptations
and has been put into practice for the detection of pathogens in samples ranging from animals,
plants, and humans [34,46]. Some highlights from adaptations of LAMP include multiplexed LAMP,
electrochemical LAMP, and disc-based LAMP [46-48]. For RNA viruses, such as ZIKV, DENV, and
CHIKY, it is necessary to perform a reverse transcription reaction LAMP (RT-LAMP) [27,39,42,49-52]
which includes the enzymes that first convert RNA — DNA upstream of the LAMP process, unless a
LAMP enzyme with both reverse transcriptase and DNA polymerase is used [53].

LAMP is an isothermal nucleic acid amplification method that generally employs a set of four or
six different primers, which specifically bind to complementary sequences on the molecular target
(Figure 1) [34]. Primer sets for the LAMP assay include the forward outer primer (F3), the backward
outer primer (B3), the forward inner primer (FIP), the backward inner primer (BIP), and two other
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primers designed to accelerate the amplification, including the forward loop primer (LF) and the
backward loop primer (LB). With the primers in hand, the LAMP assay can be performed with
simple and readily available incubation sources like a water bath or heating block for isothermal
heating [35,54,55].

5 ¥
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Figure 1. Principles of LAMP assay. During the initial stages of the LAMP reaction, the inner primers
(FIP or BIP) anneal to regions F2c or B2c within the target region. The LAMP reaction is initiated by
strand invasion by the inner primers, and a strand displacement DNA polymerase extends the primer
and separates the target DNA duplex. The outer primers (F3 or B3) then hybridizes to region F3c or B3¢
on the target and initiates the formation of self-hybridizing loop structures by the strand invasion. This
results in the formation of a dumbbell-shaped DNA, which becomes a seed for exponential amplification.
As a result of this process, various sized structures consisting of stem-loop DNA with various stem
lengths and various cauliflower-like structures with multiple loops are formed. The addition of loop
primers (LF and LB) can accelerate the process.
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During the initial stages of the LAMP reaction, the inner primers (FIP or BIP) anneal by
Watson—Crick complementarity to regions F2c or B2c within the target region. The outer primers (F3 or
B3) then hybridizes to region F3c or B3c on the target and initiates the formation of self-hybridizing
loop structures by the invasion of strands of DNA sequences already extended from the inner primers,
including FIP and BIP. This results in the formation of a dumbbell-shaped DNA, and the same dumbbell
structure then becomes a seed for exponential amplification (Figure 1). The addition of loop primers (LB
and LB) can accelerate the process for exponential amplification of the target sequence [56]. The final
products obtained are a mixture of cauliflower-like structures with multiple loops and concatemers
of the DNA with various stem lengths [27,34]. The amplified products can be detected by a variety
of methods, including dsDNA binding dyes, turbidity measurement, UV light irradiation, real-time
fluorescence, gel electrophoresis, smartphone camera, AC susceptometry, and systems based on lateral
flow assays [38,39,44,46,53,57,58].

3. Principles LAMP Platforms for ZIKV

Different LAMP platforms have been developed for ZIKV detection in both patient samples
and arthropod vectors and are summarized in Table 1 [27,28,37-42,44,45,53,57-64]. In this section,
we provide an overview highlighting the different LAMP systems, including one-step and two-step
protocols (Figure 2).
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Figure 2. LAMP platforms for ZIKV. Overview of the different LAMP systems for ZIKV, including
one-step and two-step protocols. In general, LAMP assays include variations in one of the major three
steps: (1) Template preparation, (2) practical implementation, and (3) LAMP modes of output.
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Table 1. LAMP platforms for Zika virus (ZIKV) diagnostics.

5 0f 20

Pretreatment or

. Target Region of Analytical Sensitivity Need for RNA Validation with
Procedure Samples ZIKV Strains Used the Primers (Limit of Detection) Extraction from Clinical Samples Reference
the Sample
One-step RT-LAMP Human blood spiked
Detection: development of a tape based uman » 00 Spise MR 766 Uganda (AY632535) Envelope Protein 10° ZIKV RNA Copy No No [40]
with RNA ZIKV
on lateral flow assay (LFA)
Development of a microfluidic cassette
based on RT-LAMP . . . MEX 2-81 .
Detection: through the naked eye with Saliva spiked with ZIKV (Mosquito/2016/México) Envelope Protein 5PFU Yes No (571
the aid of leuco crystal violet (LCV)
One-step LAMP Hur:vei‘glsse rrlgl;estli:’clkEd Synthetic oligonucleotides
Detection: development of LAMP . ynin 4 & NS5 1aM No No [38]
. oligonucleotides of of ZIKV
protocol coupled with AC susceptometry
ZIKV
One-step RI-LAMP Saliva, urine, and serum
Detection: turbidity monitoring coupled : o ZIKV_SMGC-1 China
fo RT-qPCR. Through the naked eye with experlmgntally infected (KX266255) NS1 0.02 PFU/test Yes No [39]
. . with ZIKV
calcein and UV light
One-step RT-LAMP Clinical samples
Detection: through the including urine and Puerto Rico (PRVABC 59) Envelope Protein 1.2 RNA copies/uL Yes Yes [59]
colorimetric technology human serum
Clinical samples
including serum,
One-step RT-LAMP plasma, and human Puerto Rico (PRVABC59),
Detection: monitoring of fluorescence semen. In addition to P6-740 (HQ234449), 41525 .,
coupled to RT-qPCR platform and blood, plasma, saliva, (KU955591) and MR 766 NS2A 043 PFU No Yes (411
through the naked eye urine, semen and Aedes Uganda (AY632535)
mosquito spiked
with ZIKV
Development of a Trioplex assay to
detect ZIKV, DENV, and CHIKV Human blood spiked
Detection: development of RT-LAMP with ZIKVp Puerto Rico (PRVABC59), NS1 1.56 PFU/mL Yes No [60]

protocol coupled with a smartphone for
detecting fluorescence
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Pretreatment or

. Target Region of Analytical Sensitivity Need for RNA Validation with
Procedure Samples ZIKV Strains Used the Primers (Limit of Detection) Extraction from Clinical Samples Reference
the Sample
Clinical samples,
Dovdopmentufslatorm b en induding eramand a7 Ugonds,
. y - L. i ArD157995, P6-740, CPC-0740%,  Envelope Protein 14.5 TCIDgp/mL Yes Yes [28]
Detection: fluorescence monitoring addition to human 41525-DAK*
coupled to RT-qPCR platform serum and urine spiked
with ZIKV
Development of a Trioplex assay to
De?:ctteigtn‘zgc\)?\i?(iﬁv :)lfr1 guilr{eIsI:;ce Blood, urine, and saliva Puerto Rico (PRVABC59),
: oring . M i Honduras (R103451), and NS5 2 PFU/mL Yes No [58]
coupled to quenching of unincorporated spiked with ZIKV Brazilian strain:
amplification signal reporters (QUASR) ’
and smartphone
Development of a Trioplex kit trial to
detect ZIKV, DENV, and CHIKV Urine, saliva, plasma Puerto Rico, (PRVABC59, ~ 071 PFU equivalent
Detection: monitoring of fluorescence and Aedes mosquito KU501215.1) NS5 viral RNAs Yes No [27]
coupled to RT-qPCR platform and spiked with ZIKV '
through the naked eye
One-step RT-LAMP Urine, serum, M%E;fgé?gg;fg\[lff 21’51:1))2;0
Detection: through the naked eye with and infected . ! NS5 1 copy of the genome/rxn No No [62]
SYBRG I it 1 Rico (PRVABC 59) and
reen mosquito samples PB81 (H815744)
Clinical samples,
Development of a platform based on . . .
RT-LAMP including saliva and
. o urine. In addition to (PRVABC59 — NR-50240) Capsid 2.2 x 103 RNA copies/mL Yes No [61]
Detection: monitoring of fluorescence . . .
coupled to RT-qPCR platform saliva and urine spiked
P P-EP with ZIKV
Development of a platform based on
RT-LAMP Viral RNA MR 766 Uganda NS5 3.3 ng/ul. Yes No [57]

Detection: monitoring of fluorescence
coupled to RT-qPCR
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Pretreatment or

. Target Region of Analytical Sensitivity Need for RNA Validation with
Procedure Samples ZIKV Strains Used the Primers (Limit of Detection) Extraction from Clinical Samples Reference
the Sample
Development of RT-LAMP platform
coupled with on paper microfluidic chips Plasma and urine o . )
Detection: the color change is monitored spiked with ZIKV Purified ZIKV particles NS5 1 copy/uL Yes No (441
in situ with a smartphone
Clinical samples,
One-step RT-LAMP including human urine. Mhé[)lzzi)éleli%;rggl(giylff 21;535)4
Detection: through the naked eye with ~ In addition to urine and Rico (PRVABC 59’) uerto NS5 1 copy of the genome/rxn No No [42]
SYBR Green I Aedes Vn:ﬁ;q;g? Vsplked and PB81 (HS15744)
Development of an RT-LAMP platform Thailand (PLCal_ZV), Puerto
coupled with reverse dot blot Rican (NR-50244), Thailand
. . . . - '’ . 3 .
Detection: anal.}tzsm' (RDPEl Saliva spiked with ZIKV (NR-50242), Florida (NR5024), Capsid 2.10° RNA copies /mL Yes No [63]
etection: monitoring of fluorescence and Honduras (NR-50358)
and reverse dot-blot for detection
Development of a LAMP Recombinant plasmids 0.5 x 10~ pmol/uL DNA
o ; -11
'frte:rf“’“‘n? Cﬁ“fﬁnfynﬁrcofgﬁx Viral RNA containing NS5 gene or E (ZIKV NS5 a“rd fri‘rvlel"pe for NS5 1;‘“5 ]1311\12 AXfw Yes No [43]
CIromogene MEthod and rea ¢ strain Natal RGN) prote pmoyi or
turbidity monitoring envelope protein
Mosquito samples
including
One-step RT-LAMP experimentally and
Detection: through the naked eye with naturally infected PE-243 (KX197192) Envelope protein 10~° PFU No Yes [53]
SYBR Green I mosquitoes (Aedes
aegypti and Culex
quinquefasciatus)
Serum spiked with
One-step RT-LAMP . 3
Detection: through the naked eye with ZIKV] an.d platclfnt - 107 copies of RNA (20 No Yes [64]
SYBR Green I sax;\p es including zepto-molar)
uman serum
PRVABC59 (KX601168),
One-step RT-LAMP Serum and urine spiked MRS&%ZX}E@??E%EE%LZO15 Envelope 0.17 FFU/mL-2.3 x 102 Yes No [45]
Detection: turbidity monitoring with ZIKV . protein/NS4A FFU/mL -
(KJ776791), and MR766
(LC002520)

Abbreviations: aM, attomolar; PFU, plaque-forming unit; FFU, focus forming units; TCIDsg, 50% tissue culture infective dose.
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3.1. Step 1: Template Preparation

The LAMP assay can be performed using either a one-step or two-step protocol directly from
sample matrices, including serum, semen, urine, saliva, and mosquitoes homogenate. The use of Bst
2.0 polymerase, Bst 3.0 polymerase or OmniAmp polymerase enables the test to be performed in a
one-step protocol [38,40—42,53,65] (Figure 2). These enzymes have both reverse transcriptase (RT) and
DNA polymerase activities at a fixed temperature (50-72 °C), and so can be run isothermally for the
direct detection of RNA or DNA targets. It is the robust nature of these enzymes, which are capable
of maintaining their activities even in the presence of reaction inhibitors, that enables the assay to be
performed in the field without the need to extract the genetic material from the samples [38,40,65].
Based on this advantage, several one-step LAMP assays have been developed for the detection of
ZIKV [41,42,53].

Bst 2.0 DNA polymerase is an in silico designed enzyme homologue of Bacillus stearothermophilus
DNA polymerase I. The enzyme contains 5’-3' DNA polymerase activity and strong strand displacement
activity, but lacks 5’-3" exonuclease activity. Compared to its wild-type homologue, Bst 2.0 DNA
polymerase has improved thermostability, salt tolerance, yield, and provides faster amplification [66,67].
Although Bst 2.0 exhibits RT activity [41], it is recommended to also add a dedicated reverse transcriptase
to LAMP reactions for more consistent and robust amplification of RNA targets [27,39].

Similar to the Bst DNA polymerase 2.0, Bst DNA polymerase 3.0 is an in vitro derivative of
Bacillus stearothermophilus Bst DNA polymerase and features further improved amplification reaction
properties compared to Bst 2.0. The enzyme has been successfully used for rapid ZIKV detection in
both human and mosquito samples [40,53]. Bst DNA polymerase 3.0 exhibits DNA polymerase activity
5’-3’ with either DNA or RNA targets, strong strand displacement activity, improved RT activity
compared to Bst DNA polymerase 2.0 and lacks both 5’-3" and 3’-5" exonuclease activity. Importantly,
Bst DNA polymerase 3.0 displays robust performance even in high concentrations of reaction inhibitors,
which has enabled LAMP applications for the ZIKV even without sample pre-treatment or RNA
extraction [40,53]. These advantages make Bst DNA polymerase 3.0 an excellent candidate for POC
platforms and the rapid detection of ZIKV and other pathogens. OmniAmp is an alternate engineered
DNA polymerase, derived from PyroPhage 3173, that has shown strong RT activity and excellent
performance in LAMP assays but has yet to be exploited for ZIKV detection [65].

In contrast, the two-step LAMP protocol needs the addition of a reverse transcriptase enzyme
together with the DNA polymerase (Figure 2). The use of the two-step LAMP protocol to detect ZIKV
has been described by several groups [27,28,57,59]. However, the two-step protocol does carry some
disadvantages that make it less practical than a one-step LAMP. The two-step method is more expensive,
requires longer times, including additional samples and reagents handling steps, which increases the
probability of contamination and error [53]. Taken together, these aspects limit the practical use of
two-step LAMP for POC applications.

Recently, Wang et al. (2016) developed an RT-LAMP assay to detect ZIKV using the commercially
available Loopamp RNA Amplification Kit (Eiken Chemical Co., Ltd., Japan) [39]. The kit contains a
mixture of Bst DNA polymerase and AMV reverse transcriptase for the reaction. Furthermore, the
study evaluated three different sample processing methods (proteinase K treatment, alkaline lysis,
and boiling lysis) and compared them with RNA extraction using a commercial kit (QIAmp viral RNA
mini kit). They showed that the RT-LAMP assay using proteinase K treatment had similar sensitivity
compared to RNA extracted using the commercial kit and better than the other two methods.

In another study, Yaren et al. (2017) reported a multiplexed system based on RT-LAMP capable of
detecting ZIKV, DENV, and CHIKYV in human samples and mosquito homogenate [27]. Their assay
was able to detect ZIKV directly in urine and plasma without RNA extraction or pretreatment. In
contrast, for reactions using mosquito samples, it was necessary to treat samples with ammonia and
ethanol before applying them to the LAMP reaction mixture [27].
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3.2. Step 2: Practical Implementation

With the fundamentals of LAMP established, we now turn our attention to the practical aspects
of designing and running reactions. Most LAMP reactions are carried out in plastic microtubes
using a mixture of a buffer, Mg?* ions, enzyme, dNTP, which are generally supplied as part of the
kit. This is combined with custom primers and the sample of interest that may contain the target
genome. The design of ZIKV primers begins with performing multiple alignments of ZIKV and other
arbovirus sequences to identify unique and conserved regions within the ZIKV genome that do not
share homology with the related flaviviruses. After choosing the target region, the design of LAMP
primers can be carried out using online software such as PrimerExplorer (https://primerexplorer.jp/e/),
LAMP Designer Optigene (www.optigene.co.uk/lamp-designer/) or Premier Biosoft (http://www.
premierbiosoft.com/isothermal/lamp.html). LAMP primers for ZIKV have been successfully designed
to target the genes encoding NS1, NS2A, NS4A, NS5, the capsid and envelope proteins of the ZIKV
genome [37-39,41,45,63].

In establishing a new LAMP diagnostic assay, it is important to optimize the protocol and
include the proper controls to limit the risk of false positives or non-target amplification [40].
Variables to consider in LAMP optimization include Mg2+ concentrations, dNTP mix concentrations,
primers, time reaction, and temperature reaction, which all have a key role in producing reliable
results [40,42,44,64]. Lower LAMP temperatures and excessive free Mg2+ ions are associated with
non-target amplification [27], and, indeed, previous studies have reported false-positive results in
RT-LAMP assays [40,41,44,64].

These parameters have recently been explored by Lee et al. (2016) in their work that optimized
RT-LAMP for a ZIKV lateral flow assay (LFA) using Bst 3.0 DNA polymerase [40]. In doing so,
they found that optimization of Mg?*, dNTP, and the reaction time could provide detection of the
ZIKV RNA in 30 min without non-target amplification. In a similar work, Kaarj et al. (2018) optimized
an RT-LAMP assay combined with a paper microfluidic chip and smartphone to detect ZIKV in
only 15 min. Varying only reaction temperature, they found that no amplification occurred at 70 °C,
while non-specific amplification in non-template control (NTC) occurred at the sub-optimal temperature
of 65 °C, which, as mentioned above, is known to allow off-target amplification. However, by placing
the reaction at 68 °C, the target template was successfully amplified from samples without false
positives [44].

Neves et al. (2019) developed a simple system based on an RT-LAMP assay using Bst DNA
polymerase 3.0 without RNA extraction or sample pre-treatment [64]. They reported that the reaction
time was the most important factor to avoid non-target amplification. Evaluating four reaction durations
(5, 10, 15, and 20 min), they found that 10-min incubations were sufficient to detect ZIKV from serum
samples, whereas 20-min incubations resulted in false-positive amplifications in non-template control
(NTC) using water [64].

3.3. Step 3: LAMP Modes of Output

An incredible array of outputs has been designed to allow users to detect positive LAMP reactions.
For ZIKV alone, this includes colorimetric detection using fluorescent dyes, UV light irradiation,
agarose gel electrophoresis, turbidity, real-time fluorescence, smartphone, lateral flow assay, and
AC susceptometry. Below we review each of these output modes, beginning with the fluorescent
dyes calcein and SYBR green I dyes, which are some of the most widely used for the detection of
LAMP amplicons. Here as target sequences are amplified; the dye binds becoming fluorescent and
creating an optical readout of LAMP-mediated detection [42,53,64]. Although it presents adequate
sensitivity, SYBR green I could inhibit LAMP reaction if the dye is added during the set-up of the
LAMP reaction mixture, and when added after incubation, there is a real risk of cross-contamination
between LAMP reaction tubes [68]. Recognizing this challenge, we set out to develop a method to
address the issue of cross-contamination following incubation, which is a key limitation of the LAMP
assay [53,68]. A few studies have reported closed tube methods to minimize cross-contamination in
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the LAMP result [69-71]. However, our approach was to pre-load reaction tube lids with 1 pL of 1:10
dilution of SYBR green I dye to the center of the tube caps before the reaction. By simply inverting the
reactions after isothermal incubation, the SYBR green I mixes with the sample, allowing the results to
be observed immediately by eye based on the change in color [53].

As mentioned, calcein has also been used to visualize LAMP products in assays for the detection
of ZIKV [39]. Calcein dye is a metal ion binding fluorophore, which can be added prior to incubation,
where it forms a complex with magnesium (Mg?* obtained from LAMP reaction). Here the positive
generation of LAMP products leads to a change in color from orange to green, which can be visualized
by eye under natural light or UV irradiation. ZIKV-negative samples are indicated by an orange color,
whereas ZIKV-positive samples are indicated by a green color. More recently, several research groups
have reported the use of other dyes for end-point reads of LAMP assays, with potential applications
for ZIKV. These include malachite green dye [72,73], hydroxynaphthol blue dye [74,75], evagreen
dye [76,77], Goldview II dye [78], Gelred dye [79,80], SYTO fluorescent dye [81,82], and berberine
dye [83].

Detection of amplified products in LAMP assays can also be accomplished by agarose gel
electrophoresis. Here positive reactions generate ladder-like patterns, which correspond to the
series of inverted repeats of the amplified target gene and cauliflower-like structures obtained from
LAMP products reactions. This has been a popular method of detection for LAMP-based ZIKV
assays [27,39,40,42,44,53,64]. However, visualization of LAMP amplicons by gel electrophoresis is
time-consuming and carries an increased risk of cross-contamination between samples due to the
massive generation of DNA amplicons during the LAMP assay [46,84].

Turbidity offers an alternate approach to tracking LAMP-based detection. Using a turbidimeter or
an absorbance-based (650 nm) plate reader, the optical density of LAMP reactions can be monitored
for a white precipitation that is caused by the generation of magnesium pyrophosphate, Mg,P,0;
(product generated during LAMP). Recently, turbidity-based LAMP was used to detect the presence of
ZIKV in serum samples [39,41]. In the case of the absence of turbidimeter, a brief centrifugation of
the LAMP reaction can be used to pellet the white precipitation for detection by eye under natural
light [85].

Coupling the LAMP assay to real-time fluorescence has been used for detection of ZIKV in several
applications, including from patient and mosquito samples [27,28,41,57,60]. Although it is a useful
strategy, real-time fluorescence monitoring requires costly instrumentation that is incompatible with
use in remote and low-resource areas where containment and surveillance are critically required.
Moreover, some studies reported the use of ZIKV probes in the LAMP reaction, which limits the
application in low-resource countries due to the high cost and the need for expensive equipment for
data acquisition and analysis of results [27].

LAMP-based assays have also started to pair with portable companion hardware like the
smartphone for reading ZIKV assay results [44,58,60]. Using this approach, Ganguli et al. (2017)
developed a microfluidic platform using an RT-LAMP smartphone-enabled assay for simultaneous
detection of ZIKV, CHIKYV, and DENYV from whole blood samples. They showed that this system
was specific and sensitive for the detection of ZIKV, including the ability to quantitatively measure
the target genetic material from samples [60]. A similar RT-LAMP assay paired a microfluidic chip
with smartphone-based measurement to simultaneously detect ZIKV, DENV, and CHIKYV in blood,
urine, and saliva. They used a system involving RT-LAMP reaction coupled with another technology
using quenching of unincorporated amplification signal reporters (QUASR), which offers bright signals,
multiplexing capabilities, and reduces the detection of false-positives to analyze fluorescence, and the
results can be analyzed by fluorescence intensity or by the naked eye [58].

In another study, Kaarj et al. (2018) developed an RT-LAMP assay using a microfluidic chip
combined with a pH indicator and a smartphone to detect ZIKV. Using the pH change of productive
LAMP reactions, ZIKV positive samples from urine and human plasma could be quantified with
the pH-induced color change after only 15 min using the smartphone camera. Moreover, the assay
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was specific and provided an impressive 1 copy/uL limit of detection [44]. Also, in the context of
microfluidic devices, Sabalza et al. (2018) developed an RI-LAMP assay coupled with reverse dot blot
analysis (RDB) to detect ZIKV in human saliva. The system was configured as a bench-top isothermal
amplification device and was capable of analyzing 24 samples simultaneously and automatically from
sample introduction to detection using the RDB technique [63].

AC susceptometry has also been used as a LAMP readout to detect synthetic ZIKV
oligonucleotides [38]. The system contains streptavidin-magnetic nanoparticles (streptavidin-MNPs)
premixed with LAMP reagents, including the analyte and biotinylated primers. LAMP results are then
measured by a portable AC susceptometer, where the changes of the hydrodynamic volume are probed
as Brownian relaxation frequency shifts, which can be used for the quantification of ZIKV. The authors
evaluated the analytical sensitivity and showed that LAMP was able to recognize 1 attomolar (aM:
107!8 moles per liter) synthetic ZIKV oligonucleotide in 20% serum within 27 min and also reported
no cross-reactivity with other viruses, including four types of synthetic NS5 genes from relevant
arboviruses, YFV, DENV, WNYV, and JEV [38].

Several studies have focused on developing lateral flow assays (LFA) coupled with the LAMP
method for end-point detection of ZIKV [37,40]. LFA is a favored technique because it is user-friendly,
practical for in-field applications, lightweight, portable, and low-cost. One such study by Song et al.
(2016), developed a disposable cassette based on RT-LAMP for rapid molecular detection of ZIKV.
The instrument-free POC system uses a chemically heated cup to enable testing without the need
for electrical power, which greatly reduces instrumentation complexity, processing time, and cost
compared to the gold standard method (RT-qPCR). Using leuco crystal violet (LCV) dye, which is
visible with the naked eye, they demonstrated that the RT-LAMP assay combined with a microfluidic
cassette could detect as few as 5 plaque-forming units (PFU) of the ZIKV in as little as 40 min [37].

In another study, the authors combined the Bst 3.0 DNA polymerase-based RT-LAMP with an LFA
to detect ZIKV [40]. This LFA LAMP platform contains an absorbent pad, a test line, a conjugate pad,
and a buffer loading pad. Antidigoxigenin and biotin were also affixed at the control line and test line,
respectively, and streptavidin-coated gold nanoparticles (AuNPs) were accrued in the conjugate pad.
After 30 min of RT-LAMP assay at 72 °C, the resultant products of the assay were rapidly and simply
analyzed using 1 pL of the reaction by the LFA test in less than 5 min with a total assay time of 35 min.
Taken together, the research we have summarized suggests that the RI-LAMP assay, in combination
with any one of these modes of diagnostic reporting, provides a powerful strategy for the development
of POC tools for the rapid diagnosis of ZIKV, and, moreover, this system holds great promise for the
POC diagnosis of the many other pathogens.

4. LAMP Specificity

For clinical validation of a diagnostic test, determination of its analytical and diagnostic specificity
is required. Analytical specificity refers to the ability of an assay to unequivocally detect the target
pathogen in a sample while remaining negative in the presence of relevant, non-target pathogens.
Diagnostic specificity, in turn, refers to the probability that the test will be negative when the disease is
absent (true negative rate).

The LAMP assay’s use of four or six primers, which target six or eight distinct regions within
a target, respectively conferring a high analytical specificity and selectivity to diagnostics using this
approach [34,86]. In the case of LAMP assays for ZIKV detection, it is important that analytical
specificity be assessed in the presence of other mosquito-borne arboviruses found in the region. In the
case of the most recent ZIKV outbreak in Latin America, this would include the arboviruses DENV 1-4,
CHIKYV, and YFV [87-91].

High analytical specificity for LAMP-based ZIKV assays has been reported in both mosquito and
human samples. In these studies, no detectable cross-reaction was seen against dengue virus (DENV 1-4),
chikungunya virus (CHIKV), yellow fever virus (YFV), West Nile virus (WNYV), Saint Louis encephalitis
(SLEV), Western equine encephalitis virus (WEEV), Venezuelan equine encephalitis virus (VEEV), Rift
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Valley fever virus (RVFV), Bussuquara virus (BSQV), Langat virus (LGTV), Powassan virus (POWV),
Ilheus virus (ILHV), Plasmodium falciparum, influenza virus and other pathogens [37,39,41,42,59].

Recently, Guo et al. (2018) developed a real-time fluorescence RT-LAMP assay for ZIKV detection
targeting the NS5 gene. In this study, the authors tested the assay’s specificity against eight pathogens:
Klebsiella pneumoniae ATCC700603, Acinetobacter baumannii ATCC19606, Streptococcus pneumoniae
ATCC49619, Staphylococcus aureus ATCC25923, Streptococcus mitis ATCC49456, Pseudomonas aeruginosa
ATCC27853, Haemophilus influenzae ATCC49766, and Escherichia coli ATCC25922. The results showed
excellent specificity for the detection of ZIKV [57]. While exciting, this study evaluated analytical
specificity only against bacterial species and not against arboviruses that cause similar symptoms to
ZIKV. Moreover, the ZIKV strain used was the historical MR766 ZIKV strain, which is genetically very
different from the contemporary epidemic ZIKV strains.

Several investigations have demonstrated that carry-over contamination and nonspecific
amplifications are some of the major problems associated with the LAMP assay, producing false-positive
results [40,68,92]. In one study, Kaarj et al. 2018 developed a wax-printed paper microfluidic chip
utilizing RT-LAMP, whose results could be detected by smartphone imaging. They used a previously
published primer set and observed that temperature was the most important factor for a specific and
efficient RT-LAMP reaction to ensure reliable results and eliminate non-target amplification. Assay
specificity was evaluated only against the Influenza A/HIN1 virus, which precludes generalization of
this result to other arboviruses [44].

In another research, a total of 81 diagnostic specimens (serum and plasma) collected from patients
in Nicaragua and Brazil was assayed by LAMP and the results compared with RT-qPCR [41]. They
performed the experiments in quadruplicate and considered the positive sample based on one or more
positive replicates with a defined melting point. From the total number of samples tested, 55 positive
samples were determined by the LAMP assay. Of the 55 positive samples, 39 matched the results
from the gold standard method for diagnostic of ZIKV, and 16 were false positives. In contrast, of the
26 LAMP assay-negative samples, 12 were false negatives. The analytical specificity of the LAMP
assay was tested against RNAs from BSQV, SLEV, Langat virus, LGTV, ILHV, DENV-2, WNV, YFV,
and CHIKV.

In this context, we developed a highly specific RT-LAMP assay for the detection of ZIKV in
mosquito samples [53]. We evaluated the analytical specificity with seven arboviruses circulating in
Brazil, including ZIKV (PE-243), DENV-1 (PE/97-42735), DENV 2 (PE/95-3808), DENV 3 (PE/02-95016),
DENV 4 (PE/10-0081), YFV (17DD), and CHIKV (PE2016-480). The study shows that RI-LAMP is
very specific for ZIKV detection [53]. Taken together, these results demonstrate the high specificity
of the LAMP assay and prove a potential, inexpensive, and accurate molecular detection tool for the
detection of ZIKV in arthropod vectors.

5. LAMP Sensitivity

Similar to specificity, analytical and diagnostic sensitivities are key parameters for the validation
of a diagnostic test. The analytical sensitivity, also known as the limit of detection (LOD) is the lowest
amount of the analyte that can reliably be detected in a sample. On the other hand, diagnostic sensitivity
refers to the probability that the test will be positive when the disease is present (true positive rate).

To provide perspective on the analytical sensitivity of different LAMP assays for ZIKV,
we assembled a table summarizing this measure for all studies using ZIKV-spiked or RNA-spiked
samples (Table 1) [27,28,37-42,44,53,57-64]. The top-performing ZIKV RT-LAMP method could detect
ZIKV RNA standard at as few as 0.02 PFU/test, using RNA prepared by in vitro transcription. For
assays that used RNA extracted from ZIKV specimens, top-performing assays provided greater
sensitivity than conventional PCR and demonstrated sensitivity similar to RT-qPCR [39]. Regarding
reaction time, the RT-LAMP assay was able to detect viral RNA from ZIKV-spiked serum and urine
samples (14.5 TCIDsp/mL) in as little as 15 min. However, this last study found that the limit of
detection was less sensitive than the RT-qPCR assay for the diagnosis of ZIKV [28].
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While some studies have found LAMP to have lower or similar sensitivity for the ZIKV when
compared to RT-qPCR [28,39], others have found LAMP to out-perform RT-qPCR sensitivity. Calvert
and coworkers demonstrated that the RI-LAMP assay was able to detect ZIKV RNA in serum and
urine and showed sensitivity 10-fold higher than RT-qPCR [59]. Zhao and Feng developed a LAMP
assay that detected 0.5 x 10~ or 1.12 x 107" pmol/ul DNA for NS5 or E genes, respectively. This
represented a 100-fold greater sensitivity compared with conventional PCR and RT-qPCR [43].

As mentioned, we have recently developed an RT-LAMP assay for the detection of ZIKV in
mosquito samples [53]. To calculate the analytical sensitivity of our RT-LAMP assay, we used crude
lysate of Aedes aegypti spiked with a 10-fold serial dilution of ZIKV ranging from 10° to 10~ PFU
without RNA extraction from ZIKV spiked mosquito samples, with positive detection down to 107>
PFU. Additionally, our RT-LAMP assay was also able to detect ZIKV in mosquito samples that had been
previously assayed as negative by RT-qPCR with Ct value ranging from 38.6 to 40.3. Taken together,
our results suggest that our modification of the RT-LAMP assay could provide sensitivity 10,000 times
greater than RT-qPCR for the detection of ZIKV in mosquito samples, thus corroborating previous
studies demonstrating that the sensitivity of the LAMP method can be superior to RT-qPCR [42,43,59].
Importantly, there are a number of reasons that might have involved for this variation in sensitivity,
including differences in enzymes and research suppliers, primers, detection systems, and type of
biological samples.

6. LAMP Assay Evaluation Using Clinical Samples

The suitability of LAMP assays for ZIKV detection in clinical samples has been evaluated in
several studies using approximately 800 selected samples from patients with suspected arboviruses
infection in Brazil, Nicaragua, and the USA [28,41,42,59,61]. For comparison, clinical samples were also
assayed using RT-qPCR. The comparative analysis of the ZIKV LAMP assays with RT-qPCR was based
on several statistical parameters, such as sensitivity, specificity, positive predictive value, negative
predictive value, likelihood ratio positive, likelihood ratio negative, and overall accuracy [59].

In the first of these studies, Kurosaki et al. (2017) evaluated of the ZIKV RT-LAMP assay using
189 specimens (90 plasma/serum and 99 urine) from 120 suspected arbovirus infection cases and
simultaneously tested the samples with RT-qPCR technique as a reference assay to detect ZIKV. The
results obtained by RT-LAMP assay were concordant with those of the RT-qPCR. However, no statistical
diagnostic parameters were calculated based on the results obtained in this work [28].

In another study, Calvert et al. (2017) evaluated of the ZIKV RT-LAMP assay with 178 clinical
samples, including 94 serum and 84 urine specimens. The study found the assay to have a sensitivity
of 54.5% (95% CI 45.2%—63.5%), specificity of 94.1% (95% CI 85.8%—97.7%), likelihood ratio positive
of 9.3% (95% CI 3.8%-23.9%), likelihood ratio negative of 0.5 (95% CI 0.4%—0.6%) and accuracy of
69.7 (95% CI 62.6%—-75.9%) for detection of ZIKV relative to RI-qPCR for diagnosis of ZIKV infection.
The positive and negative predictive values were calculated based on pre-test probability resulting in
approximately 30% for both predictive values [59].

Other previously published papers also evaluated the efficacy of the RT-LAMP for diagnosis of
the ZIKV in clinical samples and compared these results with RT-qPCR [41,42,61]. Using 131 clinical
samples from suspected patients collected during the acute phase of the disease, including 68 saliva
and 63 urine specimens, an RT-LAMP assay was able to detect the ZIKV in 53.4% of the total number
of samples. Interestingly, this study showed that ZIKV detection using saliva had a faster time to
positivity compared to urine samples [61].

7. LAMP for Detection of ZIKV in Mosquito Samples

Surveillance of ZIKV in mosquitoes is an important measure for identifying potential entry points
and monitoring virus activity [93]. LAMP has been evaluated for the detection of the ZIKV in mosquito
samples by many groups, including ourselves [27,41,42,53]. Yaren et al. reported a diagnostic tool
based on RT-LAMP for the detection of ZIKV in infected mosquito samples [27]. However, the need
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for RNA extraction, complex reagents, such as ammonia, and the LED blue light for visualization of
fluorescent signal limits its applications for POC diagnostics in low-resource countries. Other work by
Lamb et al. (2018) developed a one-step protocol without RNA extraction that provided results that
can be visualized in under 30 min with the naked eye under natural light. We, too, have concluded that
the LAMP assay is specific, sensitive, and robust for the detection of ZIKV in experimentally infected
Aedes aegypti [42].

Chotiwan and coworkers described a LAMP assay for rapid detection of Asian- and African-lineage
Zika viruses without RNA extraction [41]. The authors demonstrated that ZIKV RNA can be detected
by the LAMP test using infected C3/36 mosquito cell lines and infected mosquitoes. Results were
visualized by turbidity after 1 h of incubation of the sample in a simple heat block.

More recently, we developed a novel RT-LAMP assay to detect ZIKV in mosquitoes samples from
in Brazil [58]. In this study, we reported a one-step RT-LAMP assay, specific and very sensitive for
the detection of ZIKV in experimentally and naturally infected mosquitoes (Aedes aegypti and Culex
quinquefasciatus) without RNA extraction or reverse transcriptase reaction. Importantly, our assay can
be performed in a heat block and the results distinguished between positive and negative samples
by color change through the naked eye. In addition, the overall performances of the RT-LAMP assay
relative to RT-qPCR for the detection of ZIKV in mosquito samples were performed using 60 mosquito
samples collected at the epicenter of the Zika epidemic in Pernambuco state, Brazil [58]. The ZIKV
RT-LAMP assay for detection of ZIKV in mosquito samples had a diagnostic sensitivity of 100% (95%
CI 88.06% to 100.00%), diagnostic specificity of 91.18 % (95% CI 76.32% to 98.14%), ZIKV prevalence
of 46.03% (95% CI 33.39% to 59.06%), positive predictive value of 90.62% (95% CI 76.64% to 96.61%),
negative predictive value of 100%, and the overall accuracy of the RT-LAMP test was determined as
95.24% (95% CI1 86.71% to 99.01%). Considering these advantages and satisfactory results, RI-LAMP
using Bst 3.0 DNA polymerase is more suitable to be used for molecular diagnostics in field settings,
mainly in low-resource scenarios.

8. Multiplexing

Mosquito-borne viruses such as ZIKV, DENV, and CHIKYV have rapidly spread across the world,
causing epidemics in several countries in South America and the Pacific region, causing significant
global public health concern [14]. In these settings, multiplexed detection of the circulating arboviruses
is highly desirable. In the last few years, several platforms based on LAMP have been developed for
the simultaneous detection of ZIKV, DENV, and CHIKYV [27,58,60]. Although these approaches were
able to specifically differentiate the target viruses, they displayed lower sensitivity when compared to
monoplex LAMP assays (Table 1).

9. Clinical Application and Public Health Perspectives

The current ZIKV epidemic has highlighted key limitations for the POC diagnosis of ZIKV and
remains a significant unmet need in low-resource countries. With the fact that ZIKV, DENV, and CHIKV
cause similar symptoms and co-circulate in many regions of the world, definitive clinical diagnosis
is not possible. Although there are reliable laboratory diagnostic methods for ZIKV infection, there
remains a need for lower-cost diagnostic platforms that can be performed in the field and overcomes
the drawbacks of the gold-standard RT-qPCR assay. LAMP has proven to be a rapid, easy, accurate,
and inexpensive platform for ZIKV diagnostics, especially in remote areas and developing countries
which have been heavily affected by this devastating pathogen.

One-step LAMP platforms using enzymes with both reverse transcriptase and DNA polymerase
activities, such as Bst DNA Polymerase 3.0 or OmniAmp polymerase are more attractive due to
convenience to set up the reactions and less handling of samples, thereby reducing pipetting errors
and the risk of contamination. Moreover, protocols that do not required sample pre-treatment or
RNA extraction combined with straightforward visualization of results are ideal for POC applications,
especially in low-resource settings.
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The LAMP for ZIKV has the potential to provide diagnostic performance equal to, or even superior
to, RT-qPCR. This type of POC tool can bring decentralization of health care through diagnosis and
also have great potential for producing reliable and fast results to assist physicians in decision-making
and therapeutic management of patients. The next priorities for the field are to operationalize this
capability into robust and simple kits for mainstream use.
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Abstract

The global spread of SARS-CoV-2 has shaken our health care and economic systems, prompting re-evaluation of
long-held views on how best to deliver care. This is especially the case for our global diagnostic strategy. While
current laboratory-based centralized RT-gPCR will continue to serve as a gold standard diagnostic into the
foreseeable future, the shortcomings of our dependence on this method have been laid bare. It is now clear that a
robust diagnostics pandemic response strategy, like any disaster planning, must include adaptive, diverse and de-
centralized solutions. Here we look at how the COVID-19 pandemic, and previous outbreaks, have set the stage for

a new innovative phase in diagnostics and a re-thinking of pandemic preparedness.

Keywords: COVID-19, Pandemic response, De-centralized diagnostics

Main

As World Health Organization Director General Dr.
Tedros Adhanom Ghebreyesus said while highlighting
the need for better coronavirus disease 2019 (COVID-
19) testing, trying to contain an outbreak without
adequate diagnostics is like attempting to “fight a fire
blindfolded”. By identifying infected individuals and
transmission hot-spots, diagnostic data enable scientists
and governments to characterize an outbreak, allocate
care and coordinate containment measures—without
such data, mounting an effective pandemic response is
nearly impossible. While the global response to the on-
going COVID-19 pandemic—which has infected millions
and disrupted the global economy—has been admirable,
the deployment of mass public health testing has been
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our most significant failure, making it clear that our cap-
acity to respond to outbreaks relies too heavily on a sin-
gle, rigid, centralized laboratory-based diagnostic
modality. Thus, we now need to support the develop-
ment of diverse, affordable and scalable diagnostic tools
that can be taken out of the laboratory and into the field.
By simply expanding our diagnostic reach into a more
distributed network of testing, regardless of the context,
we can bring tremendous near-term benefit and health
security to the world.

Current modality

For decades, our national diagnostic strategies have been
built around a laboratory-based testing model, where
samples taken at the point-of-care (e.g. clinic, home,
hospital) are delivered to a well-resourced centralized la-
boratory for processing and testing. Today, the molecu-
lar diagnostic workhorse in these settings is largely
reverse transcription quantitative polymerase chain reac-
tion (RT-qPCR), a technique which harnesses the en-
zymatic machinery of reverse transcription and DNA

© The Author(s). 2020 Open Access This article is licensed under a Creative Commons Attribution 4.0 International License,
which permits use, sharing, adaptation, distribution and reproduction in any medium or format, as long as you give
appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to the Creative Commons licence, and indicate if

changes were made. The images or other third party material in this article are included in the article's Creative Commons
licence, unless indicated otherwise in a credit line to the material. If material is not included in the article's Creative Commons
licence and your intended use is not permitted by statutory regulation or exceeds the permitted use, you will need to obtain
permission directly from the copyright holder. To view a copy of this licence, visit http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.
The Creative Commons Public Domain Dedication waiver (http://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the
data made available in this article, unless otherwise stated in a credit line to the data.


http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1186/s12915-020-00891-4&domain=pdf
http://orcid.org/0000-0002-3812-8013
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/
mailto:keith.pardee@utoronto.ca

Matthews et al. BMC Biology (2020) 18:153

replication to amplify and detect specific target se-
quences (such as severe acute respiratory syndrome cor-
onavirus 2 [SARS-CoV-2] RNA) in a patient sample [1].
While a remarkable tool with tremendous specificity and
robustness, RT-qPCR is not a one-size-fits-all diagnostic;
its requirement for trained laboratory personnel, expen-
sive refrigerated reagents, cumbersome equipment and
stable power supply mean that it is best suited for high-
resource laboratories typically centred in urban areas.
The result is a hub-and-spoke diagnostic network with
gaps in rural and/or low-resource settings, and, as we
have seen with COVID-19, insufficient capacity to re-
spond to a surge in demand during public health crises.
This challenge is exacerbated further during an outbreak
situation, where the spatial epidemiology of an outbreak
is rapidly changing and RT-qPCR lacks the necessary
adaptive portability to respond (examples summarized in
Fig. 1).

Our research groups observed these RT-qPCR chal-
lenges first-hand during the 2015-2016 Zika virus
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outbreak in Brazil, which infected over 200,000 people
and left severe lasting pathologies in thousands of
children [2]. As with COVID-19, centralized Zika virus
diagnostics meant that just five references laboratories
were tasked with testing the thousands of samples taken
across the country. With each RT-qPCR test batch
taking 2-3h, lengthy backlogs arose, resulting in pa-
tients experiencing significant wait times. For rural or
remote populations without direct access to these cen-
tralized facilities, samples had to be stored and trans-
ported within a cold chain for testing, further separating
patients from timely results. These same challenges are
often faced by those living in settings with endemic dis-
eases, such as malaria.

Reliance on lab-based equipment and technical expert-
ise also makes RT-qPCR difficult to deploy to the front
lines; a significant downside during a rapidly evolving
outbreak situation. This was the case during the 2013
West Africa Ebola outbreak—which claimed 11,323
lives—where it took over 80 days after the first deaths

Northern Canada @ dlib, Syria
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Diagnostics: PCR at distant laboratories

Zika Virus, 2016

Challenges: High test demand, remote
Diagnostics: Rapid serological tests, PCR

Brazil ®

public health crises, particularly in low-resource and remote locations

COVID-19, 2020 - Present

Challenges: Conflict, human movement
Diagnostics: Few PCR tests available

Ebola, 2014 - Present

Challenges: Lack of infrastructure
Diagnostics: Portable PCR

Democratic Republic °
of the Congo

Fig. 1 Global challenges to diagnostic access. A map of the world highlighting examples of the challenges faced in accessing diagnostics during
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for reliable RT-qPCR testing to come on-line [3]. Be-
cause of infrastructure limitations, testing was initially
carried out 6000km away in a laboratory in Lyon,
France. As the outbreak progressed, RT-qPCR field-
testing laboratories closer to the front lines were
established—however, challenges with testing capacity
remained. The crisis left many wondering how many
lives could have been saved if better de-centralized diag-
nostics were available earlier and, in many ways, was a
catalyst for many of the field’s first attempts at de-
centralizing molecular diagnostics [4].

Now, in the midst of COVID-19, we are facing a diag-
nostic crisis on a global scale. Millions of tests per day
are needed, which, even if PCR reagent manufacturing is
brought to scale, the simple logisitics of delivering such
volume would be difficult without a significant invest-
ment in automation or, as we advocate, a shift toward
de-centralized modalities. This is particularly challenging
in remote areas and low-resource settings, where access
to centralized infrastructure is lacking. For example, as
of September 2020, testing of samples from Northern
Canadian communities such as Yellowknife still required
air transport to urban testing centres, in some cases,
over a thousand kilometres away [5].

For the millions of refugees and displaced persons
worldwide, access to diagnostic testing is even more
tenuous. Often on the move or housed in refugee camps,
these populations suffer from overcrowding (population
densities can be double those of urban centres like
Manhattan) and poor access to sanitation and clean
water—a perfect storm for infectious disease spread. Be-
cause these camps are often under-resourced, their
healthcare infrastructure is generally inadequate, making
sufficient diagnostic testing capacity extremely difficult
to implement. For example, refugee camps in Cox’s
Bazar, Bangladesh—which house over 800,000 displaced
Rohingya people—are served by just one testing labora-
tory, conferring a capacity of only 1000 tests per day—a
far cry from the required capacity needed for COVID-19
surveillance [6].

Even well-resourced urban settings that are supported
by established diagnostic networks are not immune from
the chaos of an outbreak. Early in the outbreak, stringent
criteria for testing eligibility were put in place in cities
like Toronto due to a lack of surge capacity, resulting in
unconfirmed patients and asymptomatic transmission
unwittingly fueling disease spread [7]. Such bottlenecks
have been aggravated by the worldwide reliance on RT-
qPCR, which has led to supply chain disruption and
forced governments to canvas universities and private la-
boratories for reagents that were in short supply. Taken
together, these collective diagnostic shortfalls make a
strong case for re-thinking our absolute dependence on
RT-qPCR and a move toward augmenting this capacity
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with diverse and distributed tools that can adapt quickly
to respond to urgent needs. As we discuss below, the
development of these tools has begun and is hopefully
just the first of a much larger and sustained push for
diagnostic innovation.

Going de-centralized

This new generation of diagnostic tools should be
affordable to allow for broad distribution; user-friendly,
to reduce the need for trained technicians; and portable,
to expand the current diagnostic reach. These diagnos-
tics will relieve pressure from centralized testing facilities
and, importantly, help to stem the spread of infection by
providing on-site results in near real-time, bringing test-
ing capacity to hot spots (e.g. long-term care homes)
and remote areas (e.g. refugee camps, rural communi-
ties) where sufficient diagnostic readiness is difficult to
achieve. The availability of such affordable point-of care
diagnostics will be key to prevent the second waves of
disease and the reemergence of a given pathogen in
disease-free areas.

Furthermore, implementing diverse testing methods
will introduce new supply chains, mitigating risks associ-
ated with our global dependence on RT-qPCR reagents,
consumables and instrumentation. These emerging diag-
nostics (summarized in Table 1) typically fall into three
categories: antibody-based rapid antigen tests designed
to detect SARS-CoV-2 antigens, protein-based sero-
logical assays designed to detect anti-SARS-CoV-2 anti-
bodies or molecular diagnostics designed to detect viral
RNA [1]. With each category serving different needs, all
three have a place in a comprehensive diagnostic
strategy.

Antibody-based antigen tests detect viral proteins in
patient fluid in a manner similar to lateral flow preg-
nancy tests and have been deployed successfully for
diagnosis of other infectious diseases like Malaria [1, 8].
Dependent only on an interaction between a SARS-
CoV-2 antigen in a patient sample and an affixed anti-
body, these tests are rapid, portable, and inexpensive,
providing results in 15-30 min and costing as little as $5
United States Dollars (USD). Though these tests lack the
sensitivity of molecular diagnostics like RT-qPCR and
are best suited for detection of virus during peak infec-
tion, they are poised to drastically improve distributed
screening. Fifty million antigen tests per month are set
to be manufactured by Abbott Laboratories starting in
October 2020, and from this, and other sources, 120 mil-
lion tests have been secured for low- and middle-income
countries where RT-qPCR testing may be unattainable.
The introduction of new testing capacity at this scale
represents an exciting addition to the COVID-19
diagnostic landscape and will be especially valuable for
distributed testing in the community.
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Table 1 An overview of diagnostic platforms developed for the detection of SARS-CoV-2

Page 4 of 5

Platform

Technology

Pros

Cons

Examples

RT-qPCR

Antigen assays

DNA replication enzymes cycle
through different temperatures
to amplify specific SARS-CoV-2
sequences

Immobilized antigen-specific
antibodies bind and detect
SARS-CoV-2 antigens in patient
fluid

+ Well-established

- Gold standard for sensitivity

and specificity

- Portable
- Simple operation
- Affordable

- Ample sensitivity

Serological Immobilized viral proteins bind - Portable
assays and detect anti — SARS-CoV-2 Simpl .
antibodies in patient fluid * >imple operation
- Can detect past infection
CRISPR CRISPR gene-editing enzyme - Simple operation

Toehold switch

Isothermal
amplification

cleaves SARS-CoV-2 sequences,
generating colour output

Engineered gene circuits
produce a colour upon detection
of SARS-CoV-2 RNA

DNA replication enzymes active
at a single temperature amplify
SARS-CoV-2 sequences

- Sensitive (20-200 aM)

- Simple operation

- Low-cost

- Easy storage conditions
- Portable

« Simple operation

- Sensitive, specific

- Quick (as fast as 5 min)

« Requires centralized
infrastructure

- Complex operation
- Slow (2-3 h)

- Poor detection during
early-stage infection

- Unable to detect early-
stage infection

- New technology not
well established

- Not portable

- Still in development

- May require specialized
instrumentation

- Difficult to scale up

Thermo-Fisher TagPath
RT-gPCR COVID-19 kit

Abbott BinaxNOW COVID-19

Ag Card, SDBiosensor

STANDARD Q COVID-19 Ag

Cellex gSARS-CoV-2 IgG/IgM
Rapid Test, Biolidics 2019-nCoV

IgG/IgM Detection Kit

SHERLOCK, DETECTR

Not yet approved for SARS-

CoV-2

Abbott ID-NOW

Serological assays also resemble lateral flow pregnancy
tests, where patient fluid passes over immobilized viral
antigen and a colourimetric readout is produced if pa-
tient antibodies are detected. Though these assays are of
limited value for diagnosis of active infections (anti-
bodies may take days for a patient to generate and may
persist long after infection), their portability and scalabil-
ity make them promising decentralized tools for tracking
individual and population-level virus exposure [1]. Such
tools may be of considerable use as vaccines become
available and countries need to make strategic use of
precious vaccine stocks.

Molecular strategies include isothermal nucleic acid
amplification-based diagnostics, which are a simpler and
more portable alternative to conventional RT-qPCR
amplification, and can be deployed to peripheral testing
sites with far less infrastructure than conventional
facilities [1]; toehold switch-based diagnostics, which use
affordable and portable paper-based engineered gene cir-
cuits capable of detecting viral RNA; and, perhaps most
excitingly, clustered regularly interspaced short palin-
dromic repeats (CRISPR)-based assays, which harness
CRISPR associated proteins programmed to recognize
specific sites within the SARS-CoV-2 genome, generat-
ing a colour-based response [1]. CRISPR, which has been
touted as one of the most impactful scientific discoveries
of the past century, is now poised to make major

contributions to diagnostics, with the specific high-
sensitivity enzymatic reporter unlocking (SHERLOCK)
and SARS-CoV-2 DNA endonuclease-targeted CRISPR
trans reporter (DETECTR) platforms receiving landmark
Food and Drug Administration (FDA) emergency usage
authorizations (EUAs) for COVID-19 and exhibiting
limits of detection similar to those of many RT-qPCR
tests [9]. Collectively, these emerging molecular methods
have the potential to enable a more distributed diagnos-
tic network by complementing RT-qPCR and, import-
antly, their independence from the PCR supply brings
new testing capacity.

Another implemented diagnostic tool worth highlight-
ing is the Xpert SARS-CoV-2 platform from Cepheid,
which is a semi-portable RT-PCR system that can be
moved to peripheral testing sites at the front lines of an
outbreak. This platform—which has been successfully
deployed during recent Ebola outbreaks—has also re-
ceived FDA EUA for SARS-CoV-2 and operates with a
cartridge-based design, similar to a single-serve coffee-
maker. While exciting, the widespread use of Cepheid is
limited by equipment cost ($17,500 USD for a 4-module
system) and low throughput, with a separate cartridge
($19.80 USD) needed for each test [10].

With the introduction of these novel diagnostics, it is
a point of interest to imagine how the future of infec-
tious disease diagnosis and screening will change. For
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formal clinical diagnostics, RT-qPCR—due to its high
sensitivity, specificity and familiarity—will likely remain
the gold standard but will be supplemented with differ-
ent complementary options for large-scale screening and
surveillance. For example, thanks to their portability and
affordability, rapid antigen tests and CRISPR-based tests
could be deployed in the field, such as in long-term care
facilities or for routine screening in schools and other
high-risk settings. This would allow central RT-qPCR
testing capacity to be used exclusively to test symptom-
atic patients and to confirm positive results detected
using rapid tests.

As these tests begin to enter the diagnostic market,
only time can tell how they will fit into the changing
diagnostic network. Supply chains need to be solidified,
scale-up needs to be achieved, and tests need to be opti-
mized and improved; all significant challenges during a
global pandemic. Moreover, the continued development
of new sensor technologies is critical and will pave the
way to toward a more robust pandemic response with
greater diagnostic sensitivity, specificity, speed and the
ability to multiplex.

A call to arms

While other areas of medicine have seen remarkable ad-
vancements over the last few decades, the diagnostic
market has remained somewhat of an innovative
doldrum. While the factors behind this are complex, the
low profit margins of diagnostic reimbursement in
healthcare systems have contributed in diminished in-
vestment in new diagnostic technologies. Now, having
exposed the faults of our current approach, the COVID-
19 pandemic gives us the opportunity to rethink and
revitalize the diagnostic landscape. The human and eco-
nomic cost of not doing so is all too clear.

Though a trying time, the lessons and new technolo-
gies that result from confronting COVID-19 will likely
forever change how we think about diagnostics, and,
more broadly, prepare for pandemics. Importantly, while
developing and implementing COVID-19 diagnostics are
certainly top-of-mind, our response to the pandemic is
also an opportunity to re-think diagnostic infrastructure
more broadly; by improving access to diagnosis of other
diseases and infections, we can help extend the reach of
health care out beyond the clinic, improve patient out-
comes, and help push the world toward equitable access
to healthcare for all.
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Development and validation

of a one-step reverse transcription
loop-mediated isothermal
amplification (RT-LAMP) for rapid
detection of ZIKV in patient
samples from Brazil

Severino Jefferson Ribeiro da Silva?, Keith Pardee?, Udeni B. R. Balasuriya® &
Lindomar Pena'™*

We have previously developed and validated a one-step assay based on reverse transcription loop-
mediated isothermal amplification (RT-LAMP) for rapid detection of the Zika virus (ZIKV) from
mosquito samples. Patient diagnosis of ZIKV is currently carried out in centralized laboratories using
the reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR), which, while the gold
standard molecular method, has several drawbacks for use in remote and low-resource settings,

such as high cost and the need of specialized equipment. Point-of-care (POC) diagnostic platforms
have the potential to overcome these limitations, especially in low-resource countries where ZIKV is
endemic. With this in mind, here we optimized and validated our RT-LAMP assay for rapid detection
of ZIKV from patient samples. We found that the assay detected ZIKV from diverse sample types
(serum, urine, saliva, and semen) in as little as 20 min, without RNA extraction. The RT-LAMP assay
was highly specific and up to 100 times more sensitive than RT-qPCR. We then validated the assay
using 100 patient serum samples collected from suspected cases of arbovirus infection in the state

of Pernambuco, which was at the epicenter of the last Zika epidemic. Analysis of the results, in
comparison to RT-qPCR, found that the ZIKV RT-LAMP assay provided sensitivity of 100%, specificity
of 93.75%, and an overall accuracy of 95.00%. Taken together, the RT-LAMP assay provides a
straightforward and inexpensive alternative for the diagnosis of ZIKV from patients and has the
potential to increase diagnostic capacity in ZIKV-affected areas, particularly in low and middle-income
countries.

Zika virus (ZIKV) is an enveloped virus belongs to the genus Flavivirus in the family Flaviviridae. Other notable
viruses in this genus are West Nile virus (WNV), dengue virus (DENV 1-4), yellow fever virus (YFV), Japanese
encephalitis virus (JEV), St. Louis encephalitis virus (SLEV), and Rocio virus (ROCV)'-3. The genome of ZIKV
consists of a single-stranded positive-sense RNA molecule (+ ssRNA), with approximately 11 Kb in length and
has a single open reading frame (ORF) which is flanked by 5’ and 3’ untranslated regions (UTRs), respectively*.
ZIKV genome encodes three structural proteins [capsid (C), pre-membrane (prM) and envelope (E)] and seven
non-structural proteins (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B and NS5)°.

ZIKV was first isolated in 1947 during a yellow fever study in the Zika forest, Uganda®. In the 60 years that fol-
lowed its discovery, few cases of ZIKV infection were reported in humans and the virus has remained an obscure
pathogen. In April 2007, the ZIKV caused an outbreak of disease in Yap State, Federated States of Micronesia, and
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subsequently, spread rapidly across the Pacific causing outbreaks in French Polynesia, the Cook Islands, Easter
Island, and New Caledonia’”"*. The ZIKV was then introduced to Brazil, possibly in 2013, and in May 2015, the
first case of ZIKV infection was reported in Brazil'*-'°. The virus then spread rapidly through the Americas and
became a global health concern, causing the largest ZIKV epidemic recorded to date!*. Besides Zika fever, the
virus was responsible for a severe outbreak of microcephaly and other congenital abnormalities in neonates born
to mothers infected during pregnancy, as well of many cases of neurological disorders such as Guillain-Barré
syndrome (GBS) in infected patients"!>17-%,

ZIKV is primarily transmitted to humans through the bites of infected female mosquitoes from the genus
Aedes, mainly Aedes aegypti and Aedes albopictus, although other species of mosquitoes may also be involved in
the transmission chain*-?’. In addition to vector-borne transmission, ZIKV can be transmitted through sexual
intercourse and blood transfusions, as well as during pregnancy®*=*!. In most patients, infection by ZIKV is
asymptomatic and, when present, the clinical manifestation is characterized by the presence of fever, rash, myal-
gia, arthralgia and headache, which overlaps significantly with the features of DENV and chikungunya (CHIKV)
infections®?. Since these clinical symptoms are shared with infections from other arboviruses, diagnosing ZIKV
infection using clinical indications alone is difficult. Therefore, accurate diagnostic platforms are important to
identify and differentiate the etiologic agent of illness"*.

In the clinical laboratory, ZIKV infection can be diagnosed using serology and molecular methods. Sero-
logical assays available include plaque reduction neutralization tests (PRNT), enzyme-linked immunosorbent
assays (ELISA), and lateral flow assays to detect IgM or IgG antibodies”**. However, cross reactivity with other
flaviviruses, such as DENYV, in serological assays limits their utility in regions where other flaviviruses circulate.
Thus, reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR) is considered the gold standard
molecular method for ZIKV diagnosis and has been successfully use to detect ZIKV in serum, urine, saliva,
semen and other body fluids”****. Nevertheless, RT-qPCR is expensive, requires technical expertise, reliable
access to electricity and utilizes sophisticated equipment for amplification and detection of viral genome. These
drawbacks negatively impact the establishment of effective disease control programs caused by ZIKV, especially
in low-resource settings. Moreover, the COVID-19 pandemic has worsened this situation in Brazil since most
diagnostics resources have been directed for SARS-CoV-2 detection®!.

Reverse transcription loop-mediated isothermal amplification (RT-LAMP) is a rapid, simple and robust tool
for the rapid amplification of nucleic acid at a single and fixed temperature*?. The assay has many advantages
compared to other molecular methods including low cost, convenience, high sensitivity and specificity, making
it a powerful method for point-of-care (POC) diagnostic*’. Importantly, the isothermal nature of RT-LAMP
reactions means that they can be performed without expensive equipment and, moreover, the colorimetric
output means results can be determined with the naked eye®. Due to these advantages and potential for POC
applications, many LAMP platforms for ZIKV have been developed since ZIKV emergence in the Americas*.
However, many of these assays still require sophisticated equipment, expensive supplies or laborious protocols
for ZIKV amplification and detection, which limits its applicability in low-resource settings.

We previously developed a one-step RT-LAMP assay for detection of ZIKV in mosquito samples that
addressed the above-mentioned limitations of ZIKV LAMP assays*. Our strategy is based on a close-tube, one-
step protocol and does not require RNA extraction from the biological specimens. With these features in-place,
our main goal here was we develop and validate a one-step RT-LAMP assay for ZIKV detection in different
human specimens, including serum, urine, saliva, and semen. Detection of the virus was achieved in as little as
20 min without RNA extraction or any pretreatment of the patient samples. We then validated the performance
of this assay for using patient samples collected in Pernambuco State, Brazil, which was the epicenter of the
last ZIKV epidemic. The results validated our assay for POC applications for human diagnosis and does not
require expensive equipment and can be performed by an operator with minimal technological expertise. This
RT-LAMP technology represents a rapid, sensitive, and specific assay for ZIKV diagnosis and has the potential
to improve diagnostic capabilities and surveillance actions in remote areas and countries with limited labora-
tory infrastructure.

Results

Optimization of ZIKV RT-LAMP reaction conditions. To optimize ZIKV RT-LAMP assay perfor-
mance for human samples, we screened reaction conditions such as temperature, incubation time, Mg** con-
centration, dN'TPs concentration, enzyme concentration and primer sequences. We also evaluated whether all
primers, including the external (F3 and B3), internal (FIP and BIP) and loop (LF and LB) primers were required
for successful amplification of target RNA. Initially, we performed a time course series and found that ZIKV
genome amplification (10° PFU) occurred with incubation time as short as 20 min (Fig. 1A), but 40 min of
incubation provided more consistent results for low titer samples. Positive amplification was detected at incuba-
tion temperatures ranging from 59 to 72 °C (Fig. 1B). Based on these results, we carried out the other assays at
the temperature of 72 °C for 40 min to maximize the chance of virus detection (sensitivity) and the specificity,
respectively. Based on reagent titrations, the optimal concentrations for the Mg?*, dNTPs, and Bst 3.0 DNA poly-
merase were determined to be 8 mM, 1.8 mM, and 4U of the enzyme, respectively (Fig. 1C-E). All six primers
were required for amplification of the RNA target, since removal of either backward and forward inner (FIP/
BIP) or loop primers (LF/LB) failed to produce a positive reaction (Fig. 1F). These optimized parameters were
used for subsequent experiments described below.

Detection of ZIKV in virus-spiked human samples. To evaluate the ability of the RT-LAMP assay to
detect ZIKV in clinically relevant specimens, we spiked urine, serum, saliva and semen obtained from healthy,
consenting, adult volunteers with a high viral load (1x 10° PFU/mL) followed by a 1:1000 dilution in water to
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Figure 1. Optimization of reagent concentrations and conditions of the ZIKV RT-LAMP assay. All reagent
concentrations as well as all RT-LAMP assay conditions were optimized and established. The reactions were
performed under incubation time ranging from 10 to 60 min (A) and temperatures ranging from 59 to 75 °C
(B). The reagents were optimized for optimal concentrations of Mg?* (ranging from 2 to 10 mM) (C), dNTPs
(ranging from 0.6 to 2.2 mM) (D) and Bst 3.0 DNA polymerase (ranging from 2 to 32 U) (E). In addition, all
primers, including external primers (F3 and B3), internal (FIP and BIP) and loop (LF and LB) were required to
perform the RT-LAMP assay (F). The RT-LAMP results were observed by visual color change of the products in
the reaction tube and by gel electrophoresis. Amplification products were observed by naked eye natural light
(A-FI) under UV irradiation (A-FII) and agarose gel electrophoresis (A-FIII). Legends: NTC (non-template
control): water; M: molecular weight marker. Orange color: negative reaction for ZIKV; Greenish yellow color:
positive reaction for ZIKV.

achieve a low viral load (1 x 10> PFU/mL). Samples were infected for 1 h at 37 °C and then directly assayed by
RT-LAMP assay without RNA extraction using the same volume of human biofluids. ZIKV was detected in all
spiked samples, regardless of the viral dose. In semen samples, the high and low viral load gave similar results
as detected by naked eye and UV irradiation, but the low viral load spike gave better amplification then the high
viral load as detected by agarose gel analysis. As expected, non-template control (NTC) samples (water) and
negative control (human biological sample uninfected) tested negative (Fig. 2A-I). RT-LAMP results were com-
pared to RT-qPCR, through which the cycle quantification (Cq) values* were (13.6; 13.8; 13.0; 13.1) and (24.7;
24.6; 24.3; 24.5), for high viral and low viral load in urine, serum, saliva and semen, respectively.
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Figure 2. Detection of ZIKV in virus-spiked body fluid samples. Biological samples including urine, serum,
saliva and semen were spiked with either a high (1 x 10° PFU/mL) or low viral load (1 x 10* PFU/mL) and
processed for RT-LAMP without RNA extraction (A-I). The RT-LAMP results were observed by visual color
change of the products in the reaction tube and by gel electrophoresis. Amplification products were observed by
naked eye natural light (A, C, E and G), under UV irradiation (B, D, F and H) and agarose gel electrophoresis
(I). Legends in (A-T) are: (1) NTC (non-template control): water; (2): uninfected biological sample (urine,
serum, saliva and semen); (3): biological sample infected with 10° PFU/mL; (4): biological sample infected with
10° PFU/mL. M: molecular weight marker. Orange color: negative reaction for ZIKV; Greenish yellow color:
positive reaction for ZIKV.

Viruses Strain GenBank access code
Flaviviridae, flavivirus, Zika virus PE243 KX197192
Flaviviridae, flavivirus, dengue virus serotype 1 | PE/97-42735 | EU259529
Flaviviridae, flavivirus, dengue virus serotype 2 | PE/95-3808 | EU259569
Flaviviridae, flavivirus, dengue virus serotype 3 | PE/02-95016 | KC425219

Flaviviridae, flavivirus, dengue virus serotype 4 PE/10-0081 Unpublished
Flaviviridae, flavivirus, yellow fever virus 17DD DQ100292

Togaviridae, alphavirus, chikungunya virus PE2016-480 | Unpublished

Table 1. Viruses used to evaluate the analytical specificity of the ZIKV RT-LAMP assay.

Analytical specificity of ZIKV RT-LAMP assay. In order to evaluate the specificity of the RT-LAMP
primers to detect only ZIKV, we assayed human serum spiked with key endemic arboviruses circulating in
Brazil, including DENV-1 (PE/97-42735), DENV-2 (PE/95-3808), DENV-3 (PE/02-95016), DENV-4 (PE/10-
0081), YFV (17DD), and CHIKV (PE2016-480) (Table 1). RT-LAMP specifically detected ZIKV as determined
by naked eye analysis, visual observation under UV light or agarose gel electrophoresis (Fig. 3). These results
were confirmed by RT-qPCR, in which the Cq value for the ZIKV sample was 12.4 (Fig. 3). A common problem
with highly sensitive RT-LAMP assays is cross-contamination. To prevent this, we added 1 uL of 1:10 dilution
of SYBR Green I dye diluted in RNase-free water to the center of the tube lid caps before the reaction and mixed
afterwards®. This reduces the potential for the introduction of contamination and in work performed here, no
contamination was seen observed using the one step, closed tubes RT-LAMP strategy (data not shown).
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Figure 3. Analytical specificity of ZIKV RT-LAMP in human serum. Human serum sample uninfected was
spiked with different arboviruses (DENV 1-4, YFV, CHIKYV, ZIKV) circulating in Brazil and then assayed

by ZIKV RT-LAMP without RNA extraction. The amplification products were observed by naked eye under
natural light (A), under UV irradiation (B) and agarose gel electrophoresis (C). NTC (non-template control):
water. M: molecular weight marker. Orange color: negative reaction for ZIKV; Greenish yellow color: positive
reaction for ZIKV.

Analytical sensitivity of ZIKV RT-LAMP assay. To evaluate the analytical sensitivity (limit of detec-
tion—LOD) of the assay, RT-LAMP was performed in human serum spiked with varying concentrations (10°
PFU to 107 PFU) of ZIKV. Spiked samples were directly assayed by RT-LAMP without RNA extraction. RT-
LAMP was able to detect a broad range of virus concentration (from 10° to 10~® PFU). Then, viral RNA of same
dilutions were extracted and assayed by the gold standard RT-qPCR test. The analytical sensitivity of RT-qPCR
was only observed down to 10! PFU with a Cq value of 34.2 (Fig. 4). The experiments were independently
repeated 10 times to allow probit regression analysis to accurately determine the limit of detection of RT-LAMP.
The limit of detection of RT-LAMP at 95% probability was—1.07 log,, PFU of ZIKV with confidence interval
from —1.93 to 0.49 (Table 2 and Fig. S5), which is 100-fold more sensitive than RT-qPCR for ZIKV. Similar ana-
lytical sensitivity results were also obtained in urine, saliva and semen (data not shown).

Diagnostic performance and cost of the RT-LAMP assay for detection of ZIKV in patient sam-
ples. We next validated the RT-LAMP assay using clinical samples obtained from patients with suspected
arbovirus infection. A total of 100 serum samples double blinded (20 positive and 80 negative for ZIKV by
RT-qPCR) (Table S1) were used in the experiment. The Cq value in these samples ranged from 21.0 to>40.0
and samples with Cq values of <38.0 in triplicate wells were considered positive for ZIKV by RT-qPCR. The RT-
LAMP assay detected ZIKV in 25 samples, including five samples which had been determined negative by gold
standard method, whereas 75 were deemed negative by ZIKV RT-LAMP (Fig. 5).

The diagnostic performance of this assay for detection of ZIKV was inferred by statistical analysis of several
parameters using RT-qPCR assay as reference test. The RT-LAMP assay had a clinical sensitivity of 100% (95% CI
83.16% to 100.00%) and clinical specificity of 93.75% (95% CI 86.01% to 97.94%). The overall ZIKV prevalence
in the samples was 20.00% (95% CI 12.67% to 29.18%). The positive predictive value of this assay was 80.00%
(95% CI 63.13% to 90.33%) and negative predictive value was 100%. The overall accuracy of the ZIKV RT-LAMP
assay was 95.00% (95% CI 88.72% to 98.36%) (Table 3), highlighting the diagnostic positive features of the RT-
LAMP assay for rapid detection of ZIKV in patient samples.

To confirm the identity of positive samples by RT-LAMP for ZIKV detection in human samples, we sequenced
a positive sample of human serum by the Sanger method. Analyzes obtained from the sequenced amplicons
and BLAST analysis demonstrated that ZIKV RT-LAMP amplicons match 100% with virus circulating in Brazil
(Fig. 6), proving the specificity of the RT-LAMP for detection only ZIKV. Together, these results suggested that
RT-LAMP protocol described here is highly specificity for detection of ZIKV.

We then compared the costs for consumables required RT-LAMP (Table S2) with RT-qPCR (Table S3) con-
sidering the prices (in US$) for reagent acquisition in Brazil at the time of the study. The estimated reagent cost
for our RT-LAMP assay was US$ 0.32 as opposed to US$ 10.33 for RT-qPCR, which makes the RT-LAMP 33
times cheaper than the gold-standard method.
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Figure 4. Analytical sensitivity of ZIKV RT-LAMP in human serum. The sensitivity of RT-LAMP was
determined based on the last dilution at which the viral genome was detected by RT-LAMP assay. The sensitivity
of RT-LAMP was determined by spiking different amounts (10° to 10~ PFU) of ZIKV in human serum sample
uninfected and then testing by RT-LAMP directly without RNA extraction. The amplification products were
observed by naked eye under natural light (A), under UV irradiation (B), agarose gel electrophoresis from
RT-LAMP (C) and agarose gel electrophoresis from RT-PCR. M: molecular weight marker. NTC (non-template
control): water. ND (Not detected). To compare the results of RT-LAMP with RT-qPCR, viral RNA was
extracted from the same dilutions and assayed. Orange color: negative reaction for ZIKV; Greenish yellow color:
positive reaction for ZIKV.

ZIKV concentration (PFU) Number of replicates | Number of positive results | Hit rate in %
10° 10 10 100
10* 10 10 100
10° 10 10 100
10? 10 10 100
10! 10 10 100
10° 10 10 100
107! 10 9 90
1072 10 9 90
1073 10 7 70
10 10 4 40
107° 10 3 30
10°¢ 10 1 10
107 10 0 0

Table 2. Limit of detection (LOD) of the RT-LAMP assay for ZIKV detection.

Discussion

Given the rapid spread of ZIKV in the Americas and its association with increased incidence of congenital defects
in newborns and Guillain-Barré syndrome in infected patients, reliable and fast POC assays for accessible and
inexpensive ZIKV diagnosis are urgently needed**. In areas with past or active ZIKV circulation such as Bra-
zil, monitoring virus activity and disease incidence is critical to allow timely interventions and avoid massive
outbreaks*. Moreover, early identification of virus infection directly in the field after patient sample collection
is a critical step to containing the spread of ZIKV*. Despite its emergence in Brazil in 2015, the country still
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Figure 5. Diagnostic of human samples by RT-LAMP. A total of 100 serum human samples from were
tested for ZIKV by RT-LAMP assay. Of these, 20 were positive for ZIKV and 80 were negative as determined
by RT-qPCR. Dashed line represents the RT-qPCR Cq threshold for ZIKV positivity (Cq<38). Red triangle
indicates samples positive by RT-LAMP and blue circle are samples negative by RT-LAMP assay.

RT-qPCR+ RT-qPCR- | Total
RT-LAMP+ 20 5 25
RT-LAMP- 0 75 75
Total 20 80
Sensitivity 100% (95% CI 83.16% to 100.00%)
Specificity 93.75% (95% CI 86.01% to 97.94%)
ZIKV prevalence 20.00% (95% CI 12.67% to 29.18%)
Positive predictive value 80.00% (95% CI 63.13% to 90.33%)
Negative predictive value | 100%
Accuracy 95.00% (95% CI 88.72% to 98.36%)

Table 3. Diagnostic performance of RT-LAMP assay for ZIKV detection in patient samples.

relies on expensive RT-qPCR testing for diagnosing ZIKV infection. The availability of testing for ZIKV has
been even more challenging during the COVID-19 pandemic since most diagnostic supplies has been directed
for SARS-CoV-2 detection.

The clinical diagnosis of ZIKV infection based on clinical symptoms alone is very difficult in countries where
other arboviruses are endemic, and definitive confirmation is requires laboratory testing. Currently, RT-qPCR is
considered the gold standard molecular method for lab-based diagnosis of ZIKV, but the technique has several
limitations that preclude its wide use in remote or low-resource settings. Here, we developed a one-step closed
tube RT-LAMP assay for ZIKV diagnosis that can be deployed in low-resource settings. The assay is rapid, spe-
cific, affordable, and allows straightforward detection of ZIKV in human samples, including serum, urine, saliva
and semen even in the absence of RNA extraction or sample pre-treatment.

Serological assays are another alternative for laboratory ZIKV diagnosis, but lack specificity due to antibody
cross-reactivity with other flaviviruses, especially DENV”!>3%51 Here, our ZIKV RT-LAMP assay showed no
cross-reactivity with other arboviruses including CHIKYV, YFV and DENV 1-4 (Fig. 3). Additional confirmation
of specificity was provided by Sanger sequencing of RT-LAMP amplicons, which confirmed 100% match with
ZIKV circulating in Brazil (Fig. 6).

Since the emergence of ZIKV in the Western hemisphere, many LAMP assays have been developed for the
diagnosis of ZIKV by research groups across the world, including one-step and two-step procedures*. The
two-step LAMP protocol requires the addition of a reverse transcriptase (RT) enzyme together with the DNA
polymerase for amplification and detection of the viral genome. In addition, the two-step protocol needed longer
times, requires additional samples and reagents handling, which increases the probability pipetting errors and
contamination***. In order to overcome these drawbacks of two-step protocol, we used the Bst 3.0 DNA poly-
merase 3.0 WarmStart due to the fact that it is an enzyme that allows the assay to be performed in a one-step pro-
tocol without RNA extraction or pre-treatment of the sample. This is possible because Bst 3.0 enzyme has reverse
transcriptase and DNA polymerase activities at fixed temperature incubation. Moreover, this enzyme maintains
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Figure 6. Electropherogram of ZIKV RT-LAMP detected in human serum. RT-LAMP amplicons from human
serum was sequenced using Sanger method to confirm the identity of ZIKV. The region amplified was genome
position 1813 to 1877. The obtained sequences were aligned against the ZIKV PE243 reference strain.

its performance even in the presence of amplification inhibitors and remains stable at room temperature com-
pared to other prototypes of Bst enzyme (wild-type Bst DNA polymerase or Bst 2.0 DNA polymerase)**2, Despite
their resistance to the presence of inhibitors, we found that samples with high semen concentration seemed to
be have an effect on target amplification (Fig. 2I) which may be due to the presence of inhibitors in semen which
are known to affect other DNA polymerases™.

Another potential limitation of molecular methods is to detect low viral loads in ZIKV-infected that samples
usually have low titers after the acute phase of ZIKV infection. This makes it very difficult to confirm ZIKV infec-
tion in patient samples, even using the RT-qPCR*". Wang et al. developed a diagnostic test based on RT-LAMP
for detection of ZIKV in human samples. The limit of detection of this assay was determined to be 0.02 PFU/
mL using ZIKV-spiked samples including serum, urine, and saliva®. Tian et al. also reported a assay based on
RT-LAMP combined with AC susceptometry in a portable reaction and LOD was determined to be 1 aM (aM:
1078 mol per liter) using human serum spiked with synthetically oligonucleotides of ZIKV>2. These assays were
able to detect low ZIKV concentrations, but the experiments and evaluation of the assay performance were
conducted only with spiked samples, which not correlate with viral load presents in clinical samples obtained
from infected patients.

Moreover, several studies based on the RT-LAMP assay have reported that the analytical sensitivity (limit of
detection—LOD) is lower or similar when compared to RT-qPCR** >, In contrast, we developed a RT-LAMP
assay for detection of ZIKV in mosquito samples from Brazil, which was able to detect up to 10~ PFU. This rep-
resented a 10,000-fold greater sensitivity compared with RT-qPCR®. In human samples, our assay was 100-fold
more sensitive than RT-qPCR. In the latter work, the virus was diluted in serum whereas in the former paper the
virus was spiked in mosquito lysate and then serially diluted in water before the RT-LAMP. The reasons for the
decreased sensitivity of the assay in human samples compared to mosquito samples are not clear, but molecules
present in serum such as IgG, hemoglobin and lactoferrin are known to directly inhibit DNA polymerases™.
Nevertheless, the results obtained here showed that the analytical sensitivity of the RT-LAMP assay is superior
than conventional RT-PCR and RT-qPCR, corroborated with results found in other studies*>*’-%°. There are a
number of reasons that explain the variation in analytical sensitivity of ZIKV LAMP assays in different studies,
including differences in protocols (one and two-step protocol), primers, enzymes and research suppliers, LAMP
modes of output, and type of samples*.

The performance of LAMP assays for ZIKV detection in patient samples has been evaluated in a few studies
and compared to RT-qPCR***7162_ In this study, we validated the ZIKV RT-LAMP assay using 100 serum speci-
mens obtained from patients with suspected ZIKV infection cases in the state of Pernambuco, Brazil, which is at
the epicenter of the last Zika epidemic. RT-LAMP assay designed in this study was shown to be 100% sensitive
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and 93.75% specific, and overall accuracy of 95.00% as compared to RT-qPCR. These results indicate that our
assay has the potential could be used as a diagnostic alternative for ZIKV detection in human samples.

Despite the advantages of RT-LAMP for POC diagnostics, the possibility of cross-contamination of products
is considered a major challenge with this system®**7%*-6> The reason for this possible cross-contamination has
not yet been fully elucidated, but the chance of contamination is greatest when the reaction tube caps are opened
at the end of the incubation time to add dye for visualization of the result®. Moreover, several studies reported
that SYBR, when added before incubation along with the other reagents, may inhibit LAMP reactions®®¢’. To
overcome this, Antarctic Thermolabile UDG (Uracil DNA Glycosylase) or agar dye capsule have been used>*¢%,
However, these strategies increase the cost of the reaction and make the technique more laborious. To address
these concerns, we performed RT-LAMP reactions adding 1 pL of SYBR Green I to the center of the tube caps
before the incubation time based on closed tube. We did not experience with false-positive results during the
development and validation process. Furthermore, in order to produce reliable results and reduce false-positive
results, we optimized all parameters and conditions of the ZIKV RT-LAMP assay including Mg?** concentration,
dNTPs concentration, enzyme concentration, primers, time reaction, and temperature reaction.

Here we have standardized and validated a one-step RT-LAMP assay combined with strategy based on closed
tube and demonstrated that it is sensitive, specific, and practical for ZIKV detection. The simplicity and high
efficiency of RT-LAMP assay to rapidly amplify DNA under isothermal conditions suggests that RT-LAMP
could be a potential alternative for detecting ZIKV. Moreover, our strategy is capable of drastically reduce the
cross-contamination, when on than previous methods. The cost per reaction was less than $1 USD, which is
considerably cheaper than RT-qPCR ($10 USD). Our POC assay is suitable and represents a great alternative for
the diagnosis of ZIKV-infected patients and suspects cases in ZIKV endemic countries, especially in remote areas.

Conclusion

The ZIKV RT-LAMP assay described here represents a potential alternative and inexpensive POC tool for the
molecular diagnosis and routine screening of ZIKV-infection. The test is a simple, rapid, robust, and represents
a fast molecular method for ZIKV detection in patient samples with performance equal to, or even superior
to, RT-qPCR. It could also be useful in monitoring the efficacy of ZIKV control programs and to increase the
diagnostic capacity of ZIKV-affected, especially for low and middle-income countries. Our POC assay have a
great potential for producing rapid and reliable results to assist physicians in decision-making and can bring
decentralization of health care through diagnosis in public health services.

Methods

Cells and viruses. Vero cells (African Green Monkey Kidney) were maintained in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM) (Gibco, Carlsbad, CA) supplemented with 100 U/mL penicillin/streptomycin (Gibco),
2 mM L-glutamine (Gibco) and 10% inactivated fetal bovine serum (FBS) (Gibco) at 37 °C in 5% CO,. ZIKV
strain PE243 (GenBank access code: KX197192.1) used in this work was isolated in C6/36 cell line and propa-
gated in Vero cells following previously described protocols®. After propagation, the virus was stored at — 80 °C
until use. The infection titer of the virus stock was determined by the standard plaque assay method and resulted
in a titer of 8.0x 10”7 PFU/mL. Other arboviruses, including YFV (17DD), CHIKV (PE2016-480), DENV-1
(PE/97-42735), DENV-2 (PE/95-3808), DENV-3 (PE/02-95016) and DENV-4 (PE/10-0081) were similarly
propagated in Vero cells and titrated by plaque assay method with titers ranging from 10° to 107 PFU/mL. All
viruses were isolated from humans in Pernambuco, Brazil with the exception of YFV (17DD), which is a vaccine
strain.

RT-LAMP assay. RT-LAMP reactions were carried out in triplicate. First, the reaction condition was opti-
mized to several parameters, including a range of temperatures (59-75 °C), incubation times (10-60 min), Mg**
concentrations (2-10 mM), dNTPs (0.6-2.2 mM) and Bst 3.0 DNA polymerase (2-32 U). Then the RT-LAMP
was conducted using the optimized conditions. Briefly, 25 uL reactions were prepared containing 4 U of Bst
DNA polymerase [version 3.0 WarmStart; New England Biolabs (NEB)], 1 x Isothermic Amplification Buffer,
1.8 mM deoxynucleotide triphosphates (ANTPs) (ThermoFisher Scientific), 8 mM MgSO,, 1.6 uM for FIP (5'-
GGCGACATTTCAAGTGGCCAGAGAGCTCTRGAGGCTGAGA-3"), 1.6 uM for BIP (5'-AGGGCGTGT
CATACTCCTTGTGAGTGTTTCAGCCGGGATCT-3'), 0.2 uM for F3 (5-CAGTTCACACGGCCCTTG-3'),
0.2 puM for B3 (5-TGTACCTCCACTGTGACTGT-3'), 0.4 uM for LF (5'-CCTTCCCTTTGCACCATCCA-3"),
0.4 pM for LB (5'-TACCGCAGCGTTCACATTCA) primers and 5 pL of test sample (samples without RNA
extraction, extracted RNA, or non-template control (NTC)). These primers targeted in the envelope protein
of the genome and have been previously described”. In order to optimize visualization of positive reactions
and prevent crossover contamination, 1 uL of SYBR Green I (ThermoFisher Scientific) diluted 1:10 dilution in
RNase-free water (Promega) was added to the center of the tube caps before the reaction and mixing afterwards.
After addition of sample, reactions were incubated at 72 °C for 40 min in a heat block, and then inactivated at
80 °C for 5 min. The reaction temperature of 72 °C was used for all experiments, except the screening for tem-
perature. All experiments were independently replicated at least three times. To evaluate the performance of
the RT-LAMP assay for POC applications, all set-up and execution of reactions were done in a conventional lab
bench in an enclosed room using designated pipettes and filter tips. The capture and analysis of images occurred
in different rooms to avoid contamination.

After the incubation time of the reactions, the RT-LAMP products were detected using three different meth-
ods. In the first method, the amplification products were observed by naked eye under natural light and images
were captured using a conventional smartphone camera. The subsequent visual change of color orange to green-
ish was used to identify positive amplifications (positive sample), while a negative sample remained orange.
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The second method was visual analysis of reaction tubes under UV light irradiation using a transilluminator
(model UVB LTB 20 %20 STV, Loccus Biotecnologia, Sao Paulo, Brazil) coupled with a camera and connected to
a computer. In this method, positive reactions were light fluorescent and negative samples were dark blue. In the
third and final method, the RT-LAMP amplification products were electrophoresed along with 1 kb Plus DNA
Ladder (ThermoFisher Scientific) on a 2% agarose gel in 1 x TAE buffer followed by ethidium bromide staining
at 200 V for 40 min and were visualized under UV light.

Reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR). Samples with ZIKV
are tested for positivity and analyzed in triplicate by RT-qPCR, according to protocols established by the Cent-
ers for Disease Control and Prevention—CDC USA with minor modifications’. Viral RNA from samples was
extracted using the QIAamp Viral Mini Kit (QIAGEN, Germany) following the manufacturer’s protocols. RT-
qPCR was performed using the QuantiNova Probe RT-PCR Kit (QIAGEN, Valencia, CA, USA) according to
the manufacturer’s protocol. The reaction mixture (total volume, 10 uL) contained 5.0 pL of QuantiNova Probe
RT-PCR Master Mix 2 X, 0.8 uM each primers Zikal087 (5'-CCGCTGCCCAACACAAG-3'), Zikal163C (5'-
CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT-3'), 0.4 uM FAM-labelled 1108 (5'-AGCCTACCTTGACAAGCAGTC
AGACACTCAA-3") probe for ZIKV, 0.1 uL of QuantiNova RT Mix, 0.05 uL of QuantiNova ROX Reference Dye
and 3.5 puL of each RNA sample or RNAse-free water for non-template control (NTC). Primers and probes were
synthesized by IDT (Integrated DNA Technologies, Skokie, Illinois, USA). Each reaction was performed using
the Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) with a thermal
cycle program consisting of a single cycle of reverse transcription for 15 min at 45 °C, followed by 5 min at 95 °C
for reverse transcriptase inactivation and DNA polymerase activation, and then 45 cycles of 5 s at 95 °C and 45 s
at 60 °C. To estimate the amount of viral RNA in each sample, a standard curve, generated with ten-fold serial
dilutions of the in vitro transcribed RNA was used to compare the Cq values with the number of RNA copies.

Spiking human samples with ZIKV.  To evaluate the ability of the RT-LAMP assay for detection of ZIKV
in human biological samples including serum, urine, saliva, and semen. Samples obtained from healthy donors
were infected with (10° or 10° PFU/mL) of ZIKV, mimicking a physiological situation of high and low viral load,
respectively. After incubation at 37 °C for 1 h, the samples were directly assayed by RT-LAMP without RNA
extraction or pretreatment of the sample.

Analytical specificity and analytical sensitivity of ZIKV RT-LAMP assay. In order to test speci-
ficity of the RT-LAMP assay to detect only ZIKYV, the primers were validated the cross-reactivity with others
arboviruses circulating in Brazil. Serum samples uninfected were spiked separately with several arboviruses,
including: DENV-1 (PE/97-42735), DENV-2 (PE/95-3808), DENV-3 (PE/02-95016), DENV-4 (PE/10-0081),
YFV (17DD), CHIKV (PE2016-480) and ZIKV (PE243) so the final concentration would be 10° PFU per reac-
tion. After spiked, all samples were assayed by ZIKV RT-LAMP without RNA extraction.

To evaluate the analytical sensitivity (limit of detection) of the assay for detection of ZIKV, RT-LAMP was
performed using a series of tenfold dilutions of strain PE243 in human biological samples uninfected. Virus
concentration in serum samples ranged from 10° PFU to 1077 PFU. After dilution, samples were directly assayed
by RT-LAMP. To compare the results of our RT-LAMP with RT-qPCR, viral RNA was extracted from 140 pL of
same dilutions using the QIAamp Viral Mini Kit (QIAGEN, Germany) according the manufacturer’s instruc-
tions. The RNA was eluted in 60uL of elution buffer and then tested by the reference test (RT-qPCR) currently
used for the diagnosis of ZIKV in human samples’.

Validation of RT-LAMP for detection of ZIKV in patient samples. To evaluate the ability of the
RT-LAMP assay for detection of ZIKV in clinical samples, 100 samples from patients with suspected arbovirus
infection cases in the state of Pernambuco, Brazil were included. Peripheral blood was obtained from patients,
who presented symptoms including fever, arthralgia, rash and neurological disorders. Serum samples were sepa-
rated and stored at — 80 °C until use. The intrinsic diagnostic utility of the ZIKV RT-LAMP assay was deter-
mined using several statistical parameters compared to reference method to detect ZIKV reported by Lanciotti’.

Sequencing of the ZIKV RT-LAMP amplicons. The genetic characterization of the RT-LAMP ampli-
cons from some positive samples from human serum obtained patient infected with ZIKV was executed by
the Sanger sequencing method as previously described*. RT-LAMP amplicons were directly purified using
Gel Band Purification Kit (GE) and illustra GFX PCR DNA according to the manufacturer’s protocol and eluted
in 30 uL of water. Purified RT-LAMP fragments were directly sequenced using the primer FIP and the BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, USA) according to the manufacturer ‘s instructions
and run on an ABI Prism 3100 Capillary Automatic DNA Analyzer. After sequencing by the Sanger method,
the sequences were analyzed using the Bioedit software, v7.0.5 and submitted to NCBI BLAST database (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) to find the most closely ZIKV strain.

Consumable reagents (price). To analyze the costs between the reagents of both techniques, including
our RT-LAMP assay and RT-qPCR for the diagnosis of ZIKV. The value per one reaction (sample test) was cal-
culated based on Brazilian reagent prices at the time of the study, and are converted to US $) (Tables S2 and S3).

Statistical analysis. Graphs were generated using the GraphPad Prism Software version 5.01 for Windows
(GraphPad Software, La Jolla, California, USA). Estimates of sensitivity, specificity, ZIKV prevalence, positive
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predictive value, negative predictive value and overall accuracy of the ZIKV RT-LAMP assay were calculated
based on the results from 100 samples using the web-based software MedCalc’s Diagnostic Test Evaluation Cal-
culator (https://www.medcalc.org/calc/diagnostic_test.php). This analysis was based on the results from 100
human samples previously tested by RT-qPCR. A probit regression analysis’ was performed to calculate the
limit of detection of the ZIKV RT-LAMP using MedCalc software (version 19.2.0, MedCalc Software, Ostend,
Belgium).

Ethical statement. This study was approved by the Fiocruz Pernambuco Institutional Review Board (IRB)
under protocol number CAAE 67404117.7.0000.5190 and was conducted following the ethical principles for
medical research involving human subjects developed by World Medical Association Declaration of Helsinki.
Informed consent was obtained from healthy volunteers, but was waived by the IRB for diagnostic samples sus-
pected of ZIKV. Human serum samples were collected from patients who presented clinical symptoms compat-
ible with Zika in the State of Pernambuco, Brazil.
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Field validation of the performance of
paper-based tests for the detection of the Zika
and chikungunya viruses in serum samples
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In low-resource settings, resilience to infectious disease outbreaks can be hindered by limited access to diagnostic tests. Here
we report the results of double-blinded studies of the performance of paper-based diagnostic tests for the Zika and chikungu-
nya viruses in a field setting in Latin America. The tests involved a cell-free expression system relying on isothermal amplifica-
tion and toehold-switch reactions, a purpose-built portable reader and onboard software for computer vision-enabled image
analysis. In patients suspected of infection, the accuracies and sensitivities of the tests for the Zika and chikungunya viruses
were, respectively, 98.5% (95% confidence interval, 96.2-99.6%, 268 serum samples) and 98.5% (95% confidence interval,
91.7-100%, 65 serum samples) and approximately 2 aM and 5 fM (both concentrations are within clinically relevant ranges).
The analytical specificities and sensitivities of the tests for cultured samples of the viruses were equivalent to those of the
real-time quantitative PCR. Cell-free synthetic biology tools and companion hardware can provide de-centralized, high-capacity

and low-cost diagnostics for use in low-resource settings.

transformed the virus into a global concern that infected an

estimated 210,000 patients and caused congenital anomalies
in thousands of newborns in Brazil alone'~. This public health cri-
sis highlighted the need for rapid and low-cost testing that can be
deployed beyond the reach of centralized clinical diagnostic labs.
Such centralized labs use real-time quantitative PCR (RT-qPCR)
for the detection of pathogens, which, although tremendously sen-
sitive and specific, requires specialized laboratory equipment that is
cumbersome and costly. The result is a sparse network of diagnostic
hubs that can be difficult to scale during an outbreak, often leading

| he 2015-2016 outbreak of the Zika virus in Latin America

to bottlenecks in testing”®. This was the case in the hardest-hit coun-
try, Brazil, where RT-qPCR-based diagnostics for the Zika virus
were provided by five centralized national reference laboratories,
which led to limited access and delays in results®'’. The circum-
stance was worsened by overlapping clinical symptoms of the Zika
virus with other endemic arboviruses™''?, cross-reactivity in anti-
body tests and a lack of portable antigen tests'""’.

Although most patients do recover from the Zika virus, the
nature of mosquito-borne transmission makes this a disease of
poverty, with most infections occurring in peri-urban settings,
where standing water is common and public infrastructure is often
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Fig. 1| Schematic of the paper-based diagnostic system. a, System development. Virus-specific toehold-switch-based sensors were computationally
designed based on the target virus genomic sequence. DNA encoding the toehold switch was then embedded into paper discs with a cell-free system
(CFS) that transcribes the RNA-based sensor. In the presence of target viral RNA, the toehold switch enables cell-free translation of the LacZ (CFS:

LacZ) reporter gene to create a colorimetric output (yellow — purple). The system is programmable and can be similarly applied to detect any pathogen
sequence, enabling the formation of a molecular tools library. b, Field trial. Using cultured virus, the analytical sensitivity and specificity of the paper-based
diagnostic were first validated using a two-step NASBA and toehold switch-based method. All of the data were collected and analysed using the in-house
PLUM reader. RT-gPCR was performed in parallel for all experiments for comparison. Using the same method, validation was followed by a patient trial

using RNA extracted from patient serum samples.

inadequate. Studies following the 2016 outbreak found that inad-
equate surveillance and diagnostic systems contributed to spread
of the Zika virus, and that social and economic disparity in access
to health services exacerbated the challenges faced by vulnerable
populations'. Taken together, the shortfall in diagnostic capacity
led to calls for molecular diagnostics that can be used at the point
of care (POC) and motivated the development of several new Zika
diagnostic technologies, many of which came from the field of syn-
thetic biology'*"".

We were one of the groups that contributed to the effort for
new and portable Zika virus diagnostics®. Using computationally
designed toehold switch-based sensors (Supplementary Note 1)
targeting the Zika RNA genome, we developed a paper-based
test using cell-free protein expression reactions (PURExpress)
that could be freeze-dried for distribution without refrigeration.
Containing the recombinant enzymes of transcription and trans-
lation from Escherichia coli, these reactions first transcribe the
RNA-based toehold switch from a DNA template and then, if the
target Zika viral sequence is present, translate a reporter protein (for
example, B-galactosidase (LacZ)) to create an optical signal through
enzymatic cleavage of chlorophenol red-B-D-galactopyranoside
(CPRG, yellow — purple; Fig. 1a)'®. To reach clinically relevant
sensitivity, an isothermal RNA amplification reaction (nucleic acid
sequence-based amplification (NASBA)) was placed upstream in
the workflow to provide detection down to the low-femtomolar
range (3fM)"”*. Notably, all of the molecular components for the
test are independent of the PCR supply chain and, if needed, can
be fabricated using the infrastructure of a simple microbiology
lab'>'%21-% These features make this in vitro and biosafe technology
well suited for use where there is a need for de-centralized capacity,
such as in low-resource settings or during public health crises.

Until recently, portable diagnostic technologies based on syn-
thetic biology have remained largely untested under field condi-
tions with patient samples. To address this need for validation, we

assembled a team of laboratories from five countries to perform a
patient trial of our paper-based Zika diagnostic devices onsite in
Latin America (Fig. 1b)"". Here we report field trials for a synthetic
biology-based diagnostic using patient samples, and we bench-
marked the test performance directly to a US Centers for Disease
Control (CDC) RT-qPCR test for the virus”. After optimization of
the molecular components, and as part of establishing a PCR-free
molecular diagnostic at field sites away from the benches of home
laboratories in Canada and the US, we developed a low-cost, com-
puter vision-enabled, automated plate reader (which we named
the PLUM reader, for portable, low-cost, user-friendly, multimode
reader) to perform low-volume, high-capacity optical measure-
ments in a 384-well format. Using RNA extracted from the serum
of patient samples, we find that the combined PLUM reader and
paper-based Zika sensor provide analytical sensitivity and speci-
ficity for the Zika virus equivalent to RT-qPCR, with a diagnos-
tic accuracy of 98.5%. We further show that the combination of
molecular, hardware and software tools can be used as an adaptive
system for the point of need. In a second proof-of-concept effort,
we demonstrate that by simply changing the molecular components
that confer specificity to the assay (in particular, NASBA primers
and toehold switch), we can detect the chikungunya virus (98.5%
accuracy), which is another arbovirus with worldwide distribution

that causes significant morbidity**-*.

Results

Preparation of the molecular tools. We began by optimizing the
original paper-based Zika virus diagnostic workflow for distribu-
tion to field sites (Extended Data Fig. 1)*°. This started with evalua-
tion of analytical sensitivity using in vitro-transcribed RNA inputs.
As previous work has shown, the incorporation of an isothermal
amplification step can be used to provide detection of target nucleic
acids well within clinically relevant concentrations'>'”%. Using this
two-step process, we demonstrated detection of target RNA from
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Fig. 2 | Optimization of the molecular tools for the Zika virus diagnostic test and development of the hardware and software components of the
portable, low-cost PLUM reader. a, Schematic showing the assay workflow for tests using synthetic RNA (1), extracted RNA from lentivirus containing
the target Zika virus sequence (2) and direct use of lysed lentivirus containing the target Zika RNA sequence (3). b-d, Bar graphs of analytical sensitivity
determination using synthetic RNA at 1.24 x 10* molecules per pl (b) column-extracted RNA from engineered lentivirus carrying the target RNA sequence
(c) and heat-lysed engineered lentivirus carrying the target sequence (d). All data represent technical replicates from a single representative experiment

(three independent biological triplicates were performed). Absorbance at 570 nm was measured on a commercial plate reader. Analysis is the mean
absorbance + s.d. of the cell-free experiments at 130 min, which were preceded by a 70 min NASBA reaction. e, Schematic of the PLUM reader labelled
with hardware components, including Raspberry Pi computer, camera, light box, heater for incubation and an LCD touch screen for device operation.

f, Image of the GUI showing the map setup screen for user-friendly PLUM operation and onboard data analysis. Here the map shows the plate locations
of five triplicate LacZ-positive (purple) and LacZ-negative (yellow) reactions used to evaluate positional effects on data collection. g, Plot of PLUM reader
data analysis for the spatially distributed triplicate LacZ-positive (purple) and LacZ-negative (yellow) reactions after layout in f. Analysis is the mean

of the five selected locations; error bar represents +s.d. of all 15 wells (Supplementary Fig. 2). The red line represents a theoretical diagnostic threshold

that was determined using sensitivity data from field trials.

concentrations as low as 1.24 molecules per pl (equivalent to ~2aM)
(Fig. 2a,b and Supplementary Method 1). This is an increase in
analytical sensitivity of three orders of magnitude over our previ-
ously published results, which was achieved by optimizing primer
concentration (500nM to 12.5uM)", and, ultimately, we found
that reducing the primer concentration (to 500nM) provided the
best sensitivity.

Before transferring the assay to the teams in Latin America,
we wanted to confirm that the workflow would accommodate the
detection of virus-encapsulated target sequences. For this, we chose
to test the diagnostic with an engineered lentivirus containing
a small segment of the Zika viral genome. Lentivirus was chosen
over the Zika virus for safety and practical reasons. Although both
viruses are categorized as Biosafety Level 2 (BSL-2), the lentivirus
contains only a small portion of the Zika viral genome, reducing
risk of disease, and has been engineered with safety features that
mitigate many of the risks of working with Zika virus, including
replication incompetence®. These factors, combined with the len-
tivirus being a widely used and easy-to-implement research tool,
made the virus a useful proxy to evaluate assay performance from
the context of encapsulated RNA.

We began by extracting RNA from the lentiviral particles using
conventional column purification (Fig. 2a,c) and then tested the
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ability of the diagnostic assay to detect the lentiviral RNA without
the extraction step, using a simple boiling step to lyse the viral cap-
sid for direct assay input (Fig. 2a,d). In both cases, the Zika assay
was able to detect the lentivirus down to 10° plaque-forming units
(PFU) per ml. With the diagnostic assay ready for field testing, the
primer sequences, toehold switches and protocols were transferred
to laboratories in Brazil, Ecuador and Colombia to establish testing
capacity onsite in Latin America.

A portable, high-capacity plate reader. The transition of a
paper-based diagnostic assay to field-deployable applications
requires a field-ready companion device, and so, with no com-
mercial options for low-cost and portable optical quantifica-
tion, we developed a portable device that provides quantitative
and high-throughput measurements of the paper-based Zika
diagnostics onsite. Previous efforts developed companion elec-
tronic readers; however, the devices had limited sample capac-
ity (n<16) and required a laptop and separate incubator for
operation'>”>. Moreover, these designs required a dedicated
light-emitting diode (LED)/sensor pair (US$6.50) for each sam-
ple, which alone would make the deployment of the high-capacity
system needed for a patient trial impractical and costly for a
384-well format.
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To meet this need, we designed the PLUM reader, an affordable,
computer vision-enabled, camera-based plate reader, which is essen-
tially a ‘lab in a box’ that serves as a low-cost, temperature-controlled
plate reader (~US$500; Fig. 2¢). In PLUM, a low-cost camera and a
credit-card-sized computer are used to collect and analyse the data
from the entire multiwell plate in a single image capture. This strat-
egy substantially reduces the complexity and cost of the device and
moves much of the data collection burden to the software.

Device configuration. The PLUM reader was assembled (Fig. 2e)
using a Raspberry Pi computer, off-the-shelf electronics and rapid
prototyping techniques such as three-dimensional (3D) printing
and a laser-cut acrylic housing. Much like a conventional plate
reader, users interact with a user-friendly graphical user inter-
face (GUI) (Fig. 2f and Supplementary Fig. 1) that coordinates all
functions of the PLUM reader. An LCD touch screen is integrated
into the device for a simple and compact system that can be eas-
ily brought, as we did for this project, to multiple sites of use. This
toaster-size device (20 cm X 20 cm X 20 cm) weighs only 2kg, which
compares well to conventional devices that are considerably bulkier
and can weigh as much as 35kg (for example, BioTek Neo2). The
device is capable, with the correct adaptor, of operating on global
power supplies or can run for 8-9h using a standard lithium-ion
brick battery (100 Wh).

PLUM software controls the 3D-printed plate reader tray, pow-
ered by a servomotor, for automated operation and dependable con-
trol over tray position (Fig. 2¢). Through the GUI, the user can setup
the plate map (for example, control and samples wells) for onboard
data analysis and plotting at the end of each experiment (Fig. 2f,g
and Supplementary Fig. 1b-d). Once the plate is loaded, the posi-
tion of the plate is identified through a validation algorithm that
automatically finds reusable yellow acrylic markers that sit in the
four corner wells of the plate for image alignment (Supplementary
Fig. 1a). Upon recognition of these markers, a digital template of the
multiwell plate is used to assign the red, green and blue (RGB) chan-
nel pixel values for each well into regions of interest, which are used
to create absorbance-equivalent data for all 384 wells. Collateral
benefits of this approach are that PLUM’s computer vision-enabled
software can be easily configured to collect optical data from
any plate format, and periodic calibration of device alignment
is not necessary.

Light path. Another challenge to operationalizing the camera-based
approach was the collection of high-quality, high-sensitivity data
with such a simple hardware configuration. The light box, which
is located at the top of the device, sits above the multiwell plate,
with the camera looking up at the colour-based paper reactions in
the plate much like an illuminated-stained glass window (Fig. 2e,
Supplementary Note 2, and Methods for all design and component
information). Our first attempts resulted in poor data quality due to
high background signal from light passing through unused empty
wells in the plate (data not shown). To resolve the issues of both
low dynamic range and high variability over time, we applied com-
mercially available opaque PCR foil to block incoming light from
empty wells (estimated <USS$1 per sheet) (Extended Data Fig. 1).
This simple and low-cost solution has the added benefit of ensuring
that the unused wells remain clean for future experiments.

With the basic optical system in place, we next optimized the
quality of the light source in the device. Off-the-shelf white LEDs
carry warm and soft undertones with low or high blue channel biases
and do not provide the broad spectrum of wavelengths needed for
a colour-based analysis method®. Accordingly, we sourced special-
ized broad-spectrum white LEDs, which are used for niche applica-
tions to simulate daylight, to provide a near-ideal coverage of the
visible spectrum. The 54 LEDs (US$0.95 each) were arrayed using
a custom-printed circuit board to create a simple and low-cost
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illumination source for the PLUM reader (Supplementary Note 2).
To achieve an even illumination over the plate, a custom-built,
3D-printed light box housing the LED board was assembled by using
a layer of tracing paper as a diffuser. To confirm that the design was
free of positional measurement effects, triplicate cell-free expres-
sion reactions with and without LacZ reporter were run at five loca-
tions in a 384-well plate (Fig. 2f,g). The level of variation across the
15 parallel positive-reaction and 15 negative-reaction time-course
measurements taken by the PLUM reader was modest (Fig. 2g) and
compared well to measurements taken of a replicate plate using a
commercial plate reader (Supplementary Fig. 2, bottom).

Optical measurements. Optical absorbance measurements are a
routine and key functionality for plate readers and are central to
measurement of the LacZ reporter output for the Zika virus diag-
nostic (570nm). To measure absorbance, conventional plate read-
ers directly monitor the intensity of the wavelength of interest and
create an absorbance value by inverting the quantified decrease in
transmitted light signal (Supplementary Fig. 3a)*>. However, with-
out the sophisticated components of conventional plate readers,
such as monochromators and optical slits, we needed an alternative
approach. Our solution was to use computer-vision-based software
to compensate for the simplicity of the PLUM reader’s components
(for example, camera-based measurement; Supplementary Fig. 3b).

Here, rather than measuring absorbance directly, we use all
the light reaching the RGB channels of the camera to measure
the spectral colour shift caused by optical changes in the sample
(Supplementary Fig. 2, left column). Using the colour additive the-
ory, the resulting algorithm calculates absorbance-equivalent values
by taking a ratio of the increasing colour channel over the decreas-
ing colour channel value*>*. During each experiment, an image of
the plate is collected at each capture interval (for example, 5 minute
periods), and the RGB channel values for all well regions of interest
are stored in a data file (for example, CSV). To quantify the purple
reporter signal of Zika-positive samples, onboard software calcu-
lates the ratio of blue channel values over green channel values,
providing similar absorbance-equivalent outputs (Supplementary
Fig. 2). Once done, using well-assignment data from the plate map,
data can then be automatically analysed, graphed (Fig. 2g), uploaded
via the Internet to the cloud storage (Amazon Web Services S3) and
shared worldwide with collaborators.

Field trial of the diagnostic test for the Zika virus. After molecular
and hardware training onsite in Latin America, we evaluated the
performance of the Zika virus diagnostic system using cultured
viruses (analytical specificity and sensitivity) and patient samples
(diagnostic performance). As the site for the trial, we selected Recife
in the Pernambuco State of Brazil, which was the epicentre of the
2016 Zika virus epidemic in Latin America. As a mosquito-borne
abrovirus (for example, dengue and chikungunya), viral spread in
the region was exacerbated by the many peri-urban settings, which,
due to standing water, can serve as breeding grounds for mosquitoes
such as Aedes aegypti. Selection of Recife provided an opportunity
to trial the diagnostic in a location of endemic disease and near,
ultimately, where we envision local and distributed health centres
could use the technology.

For this phase of the project, a standardized diagnostic workflow
was used in all experiments where, after RNA extraction, samples
were tested using Zika virus-specific NASBA and paper-based
cell-free reactions (Fig. 1b and Extended Data Fig. 1). The PLUM
reader was used exclusively here and provided early and unbiased
quantification of the colorimetric responses in real time. In par-
allel, as a gold-standard comparison, all samples were tested the
same day using the RT-qPCR protocol for the Zika virus diagnosis,
developed by the US CDC (cycle threshold (Ct) <38: positive and
Ct> 38: negative)™.
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Fig. 3 | Performance of the diagnostic system for the Zika virus in Latin America. a, Specificity was determined for ZIKV Am against a panel of off-target
viruses (at 106 PFU ml™") that included ZIKV Af, CHIKV, YFV and DENV-1-4. b, Analytical sensitivity experiment using cultured Zika virus as well as the
mean Ct value obtained in the parallel RT-gPCR (Supplementary Fig. 4b). NA, not applicable. Visual outputs at final time point of 235 min are shown
below the graphs in a and b (yellow, negative; purple, positive). The graphs in a and b represent the mean + s.d. of technical replicates from a single
representative experiment (three independent biological triplicates were performed) at 130 min of the cell-free experiments (preceded by 70 min NASBA
reaction). RT-gPCR experiments were run in parallel for results confirmation using the CDC gold-standard assay (Supplementary Fig. 4a,b). ¢, Logistic test
for threshold value determination (a.u.) of Zika virus diagnostic at 130 min, established using normalized background reading from analytical sensitivity
tests performed in PLUM device. On the y axis, negative samples were plotted at O; positive samples were plotted at 1. d, Segregation of the patient
samples using the threshold value set in ¢ is placed in perspective of the Ct values obtained by RT-qPCR for all 268 samples.

We began the characterization of the diagnostic system by testing
the analytical specificity for the American strain of the Zika virus
against a panel of seven endemic arboviruses that could, in prac-
tice, be found in patients with similar symptoms to those associated
with the Zika virus. This included the chikungunya virus (CHIKV)
and yellow fever virus (YFV), along with the four serotypes of the
dengue virus (DENV-1-4). We also evaluated strain specificity with
addition of the African strain of Zika (ZIKV Af). As can be seen by
eye, a positive signal (purple colour) was only detected in the pres-
ence of the American strain of the Zika virus (Fig. 3a, bottom). The
colorimetric response of reactions was quantified using the PLUM
reader, with these results directly matching those from the parallel
RT-qPCR assay (Fig. 3a, graph, and Supplementary Fig. 4a).

We next evaluated the analytical sensitivity of the paper-based
Zika virus test. Here, we performed serial dilutions of the Zika virus
after RNA extraction. The results demonstrate that the sensitivity of
the paper-based diagnostic system is equivalent to the gold-standard
RT-qPCR assay, with detection of the virus down to 10' PFUmI™
(Fig. 3b and Supplementary Fig. 4b). The difference between the
maximum sensitivity observed for synthetic RNA (10° RNA mol-
ecules per pl; Fig. 2b) and cultured virus (10' PFUml™; Fig. 3b) can
be explained by the fact that the PFU metric accounts only for infec-
tive viral particles, whereas the diagnostic sensor can detect RNA
from both infective and non-infective particles. Accordingly, it is
not possible to directly correlate the results from synthetic RNA
(Fig. 2b) to the lentiviral data (Fig. 2c,d) or viral stock (Fig. 3b).
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With the analytical specificity and sensitivity of the paper-based
test established, we next set out to evaluate the diagnostic perfor-
mance of the system using patient samples from suspected cases of
arboviral infection collected during the 2015-2016 Zika virus out-
break in Pernambuco State, Brazil. To enable automated diagnostic
analysis for users, we generated a logistic regression threshold using
the time-resolved absorbance-equivalent readings from the sensi-
tivity experiments conducted in the PLUM reader (Fig. 3c). This
threshold (0.1603 arbitrary units (a.u.) above background) was then
applied to the analysis of data from double-blinded, paper-based
testing of extracted RNA from patient serum samples. The result-
ing PLUM-based analysis allowed for the differentiation of positive
from negative samples as early as 130 min (Supplementary Fig. 4c).
A total of 268 patient samples were analysed using our diagnostic
system in parallel with RT-qPCR (Fig. 3d and Table 1). In compari-
son with the RT-qPCR assay”, we detected four false-negative and
zero false-positive samples, which translates to a calculated® diag-
nostic accuracy and specificity of 98.51% (95% confidence interval
(CI), 96.22-99.59 %) and 100%, respectively. Datasets from the field
trial diagnostic (0.1603 a.u) and RT-qPCR (Ct < 38) were plotted to
show the similar accuracy of the respective thresholds in correctly
segregating positive and negative patient samples (Fig. 3d).

Field trial of the diagnostic test for the chikungunya virus.
Given the success of the Zika virus patient trial onsite in Brazil,
we sought to demonstrate the versatility of the PLUM reader with
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Table 1| Summary of the patient trial data

Positive by RT-gPCR  Negative by RT-qPCR  Total Sensitivity (%) Specificity (%)  Accuracy (%)
ZIKV Positive by PLUM 69 0 69 94.52 (86.56,98.49) 100 (98.13,100) 98.51(96.22, 99.59)
Negative by PLUM 4 195 199
Total 73 195
CHIKV  Positive by PLUM 12 0 12 92.31(63.97,99.81) 100 (93.15,100) 98.46 (91.72,99.96)
Negative by PLUM 1 52 53
Total 13 52

For both ZIKV and CHIKV viruses, the diagnostic trial was performed using RNA extracted from patient serum. All data were collected and quantified using the PLUM reader. The patient trial data
were collected over the course of 235 min. The segregation of positive and negative samples was performed at the 130 min time point for the ZIKV diagnostic using the set ZIKV threshold (Fig. 3c and
Supplementary Fig. 4c) and at the 75 min time point for the CHIKV diagnostic using the set CHIKV threshold (Fig. 3d and Supplementary Fig. 6¢). The 95% Cls are specified within brackets.

programmable gene-circuit-based diagnostics. For the next diag-
nostic demonstration, we chose the mosquito-borne chikungunya
virus, which has symptoms overlapping with the Zika virus'-**".
Like the Zika virus, the chikungunya virus originated in Africa and
had recently arrived in Latin America, with a sustained and ongo-
ing spread worldwide’. Symptoms include fever and soreness; and,
although most patients recover within weeks, severe joint pain can
last for months®. Chikungunya infections are similarly prevalent in
peri-urban and low-income communities, and so, as for the Zika
virus, there is a need for accessible and de-centralized testing™.

As with the Zika virus diagnostic'”, we began with the compu-
tational design of 48 toehold switches targeting various regions of
the chikungunya viral RNA genome. Each toehold switch candidate
was linked to the LacZ reporter and tested for detection of the cor-
responding synthetic target RNA sequence (2 puM; Supplementary
Fig. 5). The top-performing sensor (number 10) was then opti-
mized for analytical sensitivity using several combinations of
NASBA primers specific to the region of the targeted chikungunya
sequence. The combined NASBA and toehold switch-based test was
able to detect the target synthetic RNA down to the clinically rel-
evant range of 3.25 X 10° molecules per pl (5 fM; Fig. 4a)**..

With the molecular components of the diagnostic validated,
they were distributed to the field site in Recife, Brazil. Here, the
paper-based test was evaluated for diagnostic capacity using cultured
chikungunya virus (strains from Paraiba-PB and Pernambuco-PE
states) and tested for analytical specificity against a panel of eight
off-target endemic arboviruses (including the related Mayaro
virus (MAYV)). As before, the chikungunya diagnostic test pro-
vided 100% analytical specificity for target strains (CHIKV PE, PB;
Fig. 4b and Supplementary Fig. 6a). Similarly, when evaluated for
analytical sensitivity using titrated chikungunya virus (strain PE),
the paper-based assay provided detection down to 10'PFUml™’
(Fig. 4¢). Although the RT-qPCR assay* was more sensitive than
the paper-based test (Supplementary Fig. 6b), this did not seem to
limit performance with patient samples. On the basis of the ana-
lytical sensitivity data of PLUM, a chikungunya-specific thresh-
old value (0.08 a.u. above background) was established at 75min
(Fig. 4d). Diagnostic accuracy of the chikungunya test was com-
pared to RT-qPCR (Fig. 4e) and calculated® to be 98.46% (95% CI,
91.72-99.96 %) in a double-blinded, 65-patient study, with only one
false negative, and with the diagnostic sensitivity and specificity of
92.31% and 100%, respectively (Table 1, green, and Supplementary
Fig. 6¢).

Discussion

This report provides the results of validation studies, onsite in Latin
America, of paper-based synthetic gene networks’>** as diagnostic
systems for the Zika and chikungunya viruses (Figs. 3 and 4). This
work also extends the concept of low-cost and portable compan-
ion hardware by describing the development of the PLUM reader.
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PLUM uses computer vision and an algorithm based on colour anal-
ysis, rather than optical absorbance, to provide functionality similar
to conventional plate readers but at a fraction of the cost because of
its simple design (Fig. 2¢). The combined hardware and software of
the unit provides a self-contained, automated and easy-to-use sys-
tem and includes onboard data collection and analysis, incubation
and cloud-based data storage.

These combined purpose-built molecular and hardware tech-
nologies come together to help move a proof-of-concept, lab-based
assay towards providing low-cost, clinical-grade diagnostics at
the point of need. Using 268 patient samples, we found that the
paper-based Zika diagnostic could provide analytical specificity
and sensitivity equivalent to RT-qPCR, with a diagnostic accuracy
of 98.5% (Table 1). Similar performance for the chikungunya sen-
sors shows promise for a path towards a generalizable diagnostic
approach. The PLUM reader adds considerably to the molecu-
lar diagnostic assay by providing the option for portable use and,
via signal thresholding, the automated discrimination of positive
and negative samples. This translates to results as early as 2.5h of
reaction time (70 min NASBA + minimum 75min cell-free reac-
tions), which compares well with traditional RT-qPCR (1.5h).
Importantly, the potential for detection at the point of need could
functionally reduce the time required for patient diagnosis from a
scale of days to hours.

The Zika outbreak is over, yet the need for Zika virus diagnostics
remains, and, according to a United Nations Development Program
report, it is now expected that the Zika virus will become endemic
in Latin America. This prediction is supported by confirmed
Zika cases in 2020, which, in Brazil alone, totalled approximately
7,000 individuals”. Transmission continues at low rates through-
out the Americas and is currently also a concern in South Asia*.
Although the spread of the virus is not currently an urgent con-
cern, an estimated 2.6 billion people live in regions of the world
that could establish local Zika transmission®, based on the pres-
ence of competent mosquito vectors and appropriate climate. By
2050, it is expected that almost half of the world’s population will
live in regions of arbovirus transmission as a result of Aedes aegypti
spread due to urbanization and climate change®. Thus, the ongoing
need for Zika and chikungunya testing, and the risk of future surges
of infection, make these viruses excellent exemplars for point-of-
need diagnostics.

The PCR-free nature of our paper-based system also affords
important benefits and has the potential to serve as a drop-in
replacement for RT-qPCR in de-centralized applications. As we
have seen with the coronavirus disease 2019 (COVID-19) crisis, the
centralized nature of RT-qPCR can limit access to diagnostics and
is prone to supply chain disruption during infection surges*. These
same features, along with the challenges of cost and the logistics of
shipping, also generally limit access to diagnostics in low-income
and middle-income countries. Although not used here, our
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Fig. 4 | Performance of the diagnostic system for the chikungunya virus in Latin America. a, Analytical sensitivity using synthetic trigger RNA on the
best-performing molecular sensor. Values on the x axis are 3.25x10* molecules per ul. b, Analytical specificity against eight off-target arboviruses (at
108 PFUmI=") with the addition of MAY V. ¢, Analytical sensitivity of the test using serial dilution of extracted RNA from cultured CHIKV PE. Visual outputs
(b, ¢) at final time point of 235 min are shown below the graphs (yellow, negative; purple, positive) as well as the mean Ct value obtained in the parallel
RT-gPCR (c and Supplementary Fig. 6b). NA, not applicable. Analysis in a-c represents the mean absorbance + s.d. of technical replicates from a single
representative experiment (three independent biological triplicates were performed) and represent the experimental time point at 75 min of the cell-free
experiments (preceded by 70 min NASBA reaction). In some cases for a and b, data points of the replicates are below zero on the y axis. Statistical
analysis of (b): unpaired t-test, ***P=0.0007. RT-qPCR experiments were run in parallel of (b) and (c) for results validation (Supplementary Fig. 6a,b).
d, Logistic test for threshold value determination (a.u.) of CHIKV diagnostic at 75 min, established using normalized background reading from analytical
sensitivity tests performed in PLUM device. On the y axis, negative samples were plotted at O; positive samples were plotted at 1. e, Segregation of the
patient samples using the threshold value set in d are placed in perspective of the Ct values obtained by RT-qPCR for all 65 samples.

paper-based technology has previously been shown to be amenable
to freeze-drying, for distribution without refrigeration and in-house
E. coli cell-lysate-based reactions, for low-cost testing'>*"2. We see
emerging diagnostics, such as the paper-based tests presented here,
as having substantial near-term potential to augment existing RT-
qPCR capacity, improving equity in the access to health care and
aiding the responses to public health crises.

Still, important technical challenges remain to be solved ahead
of practical implementation. In this report, we have provided
validation results for clinical-grade molecular diagnostics using
gene-circuit-based sensors and equipment that are low cost and
portable. However, as with RT-qPCR, these assays still require
liquid handling by skilled users to prepare samples (RNA extrac-
tion of 30 samples in about 60 min) and assays. Although we did
not experience issues of cross-contamination, the need for manual
intervention will increase this risk as efforts move into less technical
settings. Continuation of good laboratory practices will be impor-
tant as technologies make this transition.

Other real-world challenges also remain to be met. This includes
ensuring that the paper-based diagnostic technology is afford-
able. Our estimated cost per test is US$5.48 using the price of
research-grade reagents (Supplementary Table 2); however, we
anticipate that this cost will be further reduced at larger scales.
This compares well to the price of RT-qPCR, which, at our site in
Recife (Brazil), is US$11 per reaction®. Notably, we also see the
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implementation of local and distributed reagent manufacturing
(for example, NASBA and lysate-based, cell-free protein expression
reactions) as crucial to realizing many of the logistic and economic
advantages of distributed diagnostic tools. Work on this is already
underway by others in the community, and proof-of-concept efforts
show a clear path to ultra-low-cost diagnostic reagents*~'. Recent
proof-of-concept work demonstrated onsite in Chile indicated the
cost of producing the cell-free protein expression reaction (5pl)
to be US$0.069, which, here, would replace PURExpress and the
related US$2.54 cost (Supplementary Table 2)*. Notably, access to
diagnostics is not solely a consideration of cost. Reducing the burden
of diagnostic testing by creating technologies that can be made using
local inputs and expertise, and that are not capital intensive, will go
a long way to improving public health equity in future pandemics.
The development of low-burden techniques that can de-skill
sample preparation and liquid handling steps for diagnostics is also
key for the practical deployment of distributed diagnostics. With
this in mind, here we have demonstrated two lab-based sample
preparation methods. The first, sample boiling, introduces that
possibility of essentially ‘no-cost’ viral lysis. Boiling has been estab-
lished by others as an effective lysis method for diagnostics™, and, as
we found for the engineered lentivirus (Fig. 2d), boiling was also an
effective lysis method for the detection of cultured Zika virus (data
not shown). The second method, column-based nucleic acid puri-
fication, was used for the extraction of patient RNA from samples.
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At our research site in Recife (Brazil), the cost per column is
US$4.96, and so this should be considered in addition to the reagent
cost described above (US$5.48; Supplementary Table 2). However,
most current diagnostics on the market do not include the extrac-
tion step in their kit nor in their price.

Another emerging feature for point-of-need diagnostics is the
incorporation of a control sensor specific to patient RNA (such as
RNase P). This control serves to guard against false-negative diag-
nostic results by ensuring that diagnostic samples contain RNA of
sufficient quality and quantity. Although we followed gold-standard
RT-qPCR methods** at the time of our patient trial in 2019, a
sample RNA control was not part of the standard practice and so
was not included. False-negative results were not a significant factor
in this work (Table 1); however, going forward, we envision that the
implementation of such tools at the point of need will improve the
utility and robustness of distributed diagnostics.

As synthetic biology moves increasingly towards the practi-
cal application of biotechnologies, this report also holds potential
lessons for those seeking to validate other diagnostic systems™. As
an early demonstration of gene-circuit-based diagnostics in the
field, this work serves to inform the emerging low-cost diagnos-
tics research community of the challenges of taking technologies
from the bench and into practice in the field. This transition and
the transfer of technology, as we and others have found, hold many
challenges™°. One main challenge was how to bring high-capacity
optical characterization into new environments for distributed
testing. We solved this with the development of the PLUM reader,
and we anticipate that this hardware solution will help future
efforts to validate and implement technologies in low-resource
settings. There were also notable logistical challenges in bringing
the technology from our laboratory to field sites. Accordingly, we
have included brief notes that outline details that we found helpful
(Supplementary Method 2). Studies that focus on the validation of
technologies at the point of need will be increasingly important as
the challenges of moving a technology beyond the proof-of-concept
stage and towards a practical tool that can impact the world are
tackled. Given the low projected cost and low technical burden
for operation, we envision these and other similar technologies
as a new generation of tools that will improve global access to
needed diagnostics'’*.

Methods

Toehold switch and NASBA primer design method. Toehold switches were
designed along with companion NASBA primers as described previously'. In
brief, the target regions within the viral genome were analysed for suitable NASBA
amplification sites based on primer sequence and thermodynamic characteristics
and the secondary structure of resulting NASBA RNA amplicon. Toehold switches
targeting the most promising RNA amplicons were designed and assessed based
on multiple parameters, including the secondary structure of the toehold switch
and the availability of the binding site in the amplified viral RNA. Combinations of
toehold switches and NASBA primers predicted to provide the best performance
were then selected for experimental screening.

Toehold switch construction. Toehold switches were designed and constructed
using conventional molecular biology methods. Synthetic DNA templates
(Integrated DNA Technologies (IDT)) were amplified by PCR using primers
(Supplementary Table 1) and cloned into a pCOLA-Duet backbone in frame with
the LacZ coding sequence using Gibson assembly, as described previously'.

Synthetic RNA target. DNA encoding the Zika virus target was obtained from the
Collins lab in a pET15 backbone'*. After PCR-based linearization of the template
(New England Biolabs (NEB) Phusion, M0530L or NEB Q5 M0491L) using
primers listed in Supplementary Table 1, in vitro T7 RNAP-based transcription

of synthetic RNA was performed (NEB, E2040S). RNA samples treated with
DNAse I (Thermo Fisher Scientific, K2981) were then purified (RNeasy Mini Kit,
Qiagen, 74104) and used to perform toehold switch screening (2 pM RNA) or
sensitivity assays (10°~10°molecules per pl). DNA encoding the target chikungunya
sequence was ordered through IDT as dsDNA with a T7 RNAP promoter. The
primers used to amplify the target DNA are listed in Supplementary Table 1.

After amplification, in vitro T7 RNAP-based transcription was performed as
described above and then purified.
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RNA extraction virus. RNA was extracted from lentivirus samples (20 pl,

10" PFU ml™) or patient serum samples (140 pl) following the QIAamp Viral
RNA Extraction Kit protocol (Qiagen, 52906) or by heating samples for 10 min at
95°C. Processed RNA was then used as input to NASBA isothermal amplification
reactions for use in toehold switch reactions.

NASBA reactions. Isothermal amplification of targets was performed using

a commercial NASBA kit (Life Sciences Advanced Technologies NWK-1),
following the manufacturer’ instructions with slight modifications. In brief,
reactions were performed in a 5 pl volume format. Per reaction, 1.67 pl reaction
buffer, 0.83 pl of nucleotide mix, 0.05 pl of RNase inhibitors and 500 nM of each
primer were mixed along with 1 pl of sample (water containing target RNA or
sample lysate). Reactions were assembled at room temperature, incubated at 65°C
for 2min and then at 41 °C for 10 min, before adding the enzyme mix (1.25pl).
This was followed by incubation at 41 °C for 1h. Reactions were then added to
the PURExpress reaction as previously described at a 1:7 dilution for detection
of amplified target(s)".

Cell-free reactions. Cell-free reactions (PURExpress, NEB, E6800L)

were assembled following the manufacturer’s instructions, as described
previously™”. Reactions were assembled to a final volume of 8 ul. In brief, 40%
solution A, 30% solution B, 0.5% v/v RNase inhibitors (NEB, M0314S) and
0.2l of 25 mgml~ of chlorophenol red-b-D-galactopyranoside (CPRG, Roche,
10884308001) were combined. Linearized DNA encoding the corresponding
toehold switch was added to cell-free reactions at 33 nM. For reactions that
included isothermally amplified RNA, NASBA products were added ata 1:7
dilution (1.14 pl). The time point data presented (Figs. 2b—d, 3a,b and 4a—c)
reflect the respective optimal time required for each cell-free diagnostic assay
(ZIKV, 130 min; CHIKYV, 75 min).

Lentivirus engineering, cloning, culture, purification and titration. Plasmids.
(1) pUltra-hot, third-generation lentiviral vector for bi-cistronic expression of
mCherry and the gene of interest; pUltra-hot was a gift from Malcolm Moore
(Addgene, plasmid 24130; http://n2t.net/addgene:24130; RRID:Addgene_24130).
(2) pMD2.G, a VSV-G envelope-expressing plasmid; pMD2.G was a gift

from Didier Trono (Addgene, plasmid 12259; http://n2t.net/addgene:12259;
RRID:Addgene_12259). (3) pMDLg/pRRE, a third-generation lentiviral-packaging
plasmid, contains Gag and Pol; pMDLg/pRRE was a gift from Didier Trono
(Addgene, plasmid 12251; http://n2t.net/addgene:12251; RRID:Addgene_12251).
(4) pRSV-Rev, a third-generation lentiviral-packaging plasmid, contains Rev;
pRSV-Rev was a gift from Didier Trono (Addgene, plasmid 12253; http://n2t.net/
addgene:12253; RRID:Addgene_12253).

Cloning protocol. Trigger sequence corresponding to the Zika-virus-specific
toehold switches was placed downstream of the mCherry sequence between the
P2A and T2A sequences”. The final sequence was mCherry-P2A-T3T8-T2A with
the plasmid named pUltra-hot-mCherry-T3T8 (at 5093-5384bp from ORI).

Cell culture. HEK293T cells were grown at 37°C at 5% CO, in a humidified
incubator in DMEM or DMEM supplemented with 4,500 mg1- of glucose,
L-glutamine and sodium bicarbonate (D5796, Sigma-Aldrich), 10% foetal
bovine serum (FBS) and 1% penicillin-streptomycin, approximately, 100 U ml~'
penicillin and 100 pg ml~* (Gibco).

HEK293T transfection with lentiviral constructs. Once at 70% confluency in a 10 cm
plate, cells were transfected with polyethylenimine (PEI, 408727, Sigma-Aldrich)
by combining a ratio of DNA:PEI at 1:3, following manufacturer’s instructions

and incubated overnight at 37°C**. The ratio of plasmid DNA (ug) used was
pUltra-hot-T3T8: pMD2.G: pMDLg/pRRE: pRSV-Rev=4.5: 1.5: 3: 3. Media were
then replaced with 10 ml of fresh culture media and incubated at 37 °C. Once
mCherry expression was detected, media were collected and centrifuged at 1,000g
for 5min to pellet the debris and the supernatant was syringe filtered using a 0.4
um filter (Millipore).

Lentivirus concentration. LentiX (TaKaRA, catalogue no. 631231, lot no. 1705016a)
concentrating solution was added to the filtered supernatant in a 1:3ml ratio (1 ml
of LentiX to 3 ml of virus supernatant), and concentration was performed following
manufacturer’s instructions.

Virus titration: HEK293T cells were plated at 3 X 10* cells per well. Serial
dilution of lentivirus aliquot was performed in PBS, with 5-7 technical replicates
for each, and 25 ul of the diluted virus was transferred onto the wells containing the
cells. The plate was placed at 37 °C for overnight incubation.

Median tissue culture infectious dose. Plates were analysed for cytopathic effect,
and conversion from median tissue culture infectious dose (TCIDj,) to PFU was
done using the calculation suggested by the American Type Culture Collection
(https://www.atcc.org/support/technical-support/faqs/converting-tcid-50-
to-plaque-forming-units-pfu#:~:text=For%20any%20titer%20expressed
%20as,mean%20number%200f%20PFU%2Fml).
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Virus strains, virus culture and purification. All arboviruses used in this study
were provided by the Laboratory of Virology and Experimental Therapy, Oswaldo
Cruz Foundation (FIOCRUZ), in Recife, Brazil.

Zika virus, American strain PE243 (GenBank accession no. KX197192), was
isolated from an infected patient in Pernambuco State, Brazil. Zika virus, African
strain MR766 (GenBank accession no. AY632535), was isolated from infected
mouse brain suspension. All four Dengue virus (DENV (1-4)) serotypes used
were isolated from patient samples in Pernambuco State, Brazil: DENV-1, strain
PE/97-42735 (GenBank accession no. EU259529), DENV-2, strain PE/95-3808
(GenBank accession no. EU259569), DENV-3, strain PE/02-95016 (GenBank
accession no. KC425219) and DENV-4, strain PE/10-0081 (unpublished). Yellow
fever virus, strain 17DD (GenBank accession no. DQ100292) is used as a vaccine
strain. Chikungunya virus, strain PE2016-480 (unpublished), was isolated from
a patient serum in Pernambuco State, Brazil, and chikungunya strain PB302
(unpublished) was isolated from serum of patient in Paraiba State, Brazil. Mayaro
virus, strain BR/Sinop/H307/2015 (GenBank accession no. MH513597.1) was
provided by the Federal University of Mato Grosso in Sinop, Brazil.

Arbovirus cultures and titration. All viruses used in this study were propagated in
Vero cells using DMEM (Gibco) supplemented with 2% of inactivated FBS (Gibco),
2mM L-glutamine (Gibco), 100 units per ml of streptomycin and 100 pgml~" of
penicillin (Gibco) at 37°C under 5% CO,. Mosquito-borne viruses, including
ZIKV American lineage, ZIKV African lineage, DENV-1-4, YFV, MAYV, CHIKV
PE and CHIKV PB, were titrated using plaque assay with titre ranging from 10° to
10’ PFU ml~". Virus stocks were stored at —80 °C before downstream applications.

Analytical sensitivity experiment. Viral RNA from stock of all viruses (at
10°PFU ml™") was extracted using the QIAamp Viral Mini Kit (Qiagen, 52906)
and eluted in 60 ul of water. After serial dilution of the extracted RNA (from 10° to
10°PFU ml™"), samples were assayed in parallel with the gold-standard RT-qPCR
and the NASBA/cell-free reactions’**. ZIKV American strain (PE243) and
CHIKYV strain (PE2016-480) were the strains used in those studies.

Analytical specificity experiment. Analytical specificity of Zika virus or
chikungunya virus was determined against a panel of different mosquito-borne
viruses endemic in Latin America. Extracted viral RNAs of DENV-1-4, YFV, ZIKV
American, ZIKV African, MAYV, CHIKV PE and CHIKV PB at 10°PFU ml™!

were used as inputs to NASBA/cell-free reactions and parallel RT-qPCR.

RT-qPCR for ZIKV and CHIKYV. ZIKV and CHIKV RT-qPCR was performed
according to protocols established by the CDC, with minor modifications®>*.
Reactions were performed using the QuantiNova Probe RT-PCR kit (Qiagen)
following the manufacturer’s protocols for 10 pl of final volume with primers

of both viruses in 800 nM final concentration and probes in 100 nM final
concentration. Primers and probes for ZIKV and CHIKYV can be found in Table 1.
Reactions were carried out in a QuantiStudio 5 system (Applied BioSystems) with
a thermal cycle programme consisting of a single cycle of reverse transcription for
15min at 45°C, followed by 5min at 95°C for reverse transcriptase inactivation
and DNA polymerase activation, and then 45 cycles of 5s at 95°C and 45 at 60°C.
All samples were tested in duplicates, with negative controls (all reagents except
RNA) and positive controls (RNA extract from viral stock). For results analysis, the
QuantStudio Design and Analysis Software version 1.5 was used with automatic
threshold and baseline. Samples were considered positive with Ct <38.0.

PLUM hardware. The PLUM reader consists of two chambers housed within a
laser-cut acrylic box fastened together with metal screws and mounting brackets
(Fig. 2; McMaster-Carr, 8505K14 and 98164A061; Digi-Key, 36-621-ND). The
light box is designed with 54 LEDs (YJ-VTC-5730-G01-65, YUJI LED) for
illumination. The motorized tray is designed to hold a standard multiwell plate and
positions the plate at the correct focal length for the camera (US$35, Raspberry
Pi V2, 8-megapixel). This configuration allows for clear visualization of the
plate from below for capture of the image data (Supplementary Fig. 3). On the
side panels, the detection chamber houses a fan-based air incubator (Incubator
Warehouse, IncuKit MINI) for heating, DS18B20 temperature sensor for recording
(RobotShop, RB-Dfr-270), two tray rail guides, a Hitec HSR-1425CR continuous
servomotor with 12T Metal Servo Gear (RobotShop, RB-Hit-78, RB-Sct-458) for
controlling the tray and a microswitch (RobotShop, RB-Tam-71) for homing
the tray. The servomotor gears engage with 3D-printed tray teeth to open and
close the tray.

The electronic components of PLUM are controlled by a Raspberry Pi 3B. The
camera (Raspberry Pi Camera Module V2) in the detection compartment and
the LCD display unit (Raspberry Pi Touch Display 7 inch) mounted on the front
panel of the PLUM are connected directly to the Raspberry Pi unit with flex cables
(Flex Cable for Camera-24inch/610 mm). The Raspberry Pi controls the detection
unit components, with the exception of the incubator, via a 40-pin header
ribbon cable connected to the custom-made motherboard PCB (printed circuit
board) (Supplementary Information, vendor). The motherboard PCB facilitates
connections of the servos, temperature probe, required resistors, microswitch,
power to the LCD display and light box operation with mating connectors.
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The device contains a power jack that can be mated with a 12V, 7A power supply
or a portable battery (TalentCell Rechargeable, 100 Wh) to support 8-9h of
operation in the field.

All of the information required for the assembly of the PLUM reader
is supplied as Supplementary Information. Data files for laser cutting, 3D
printing and circuit diagrams and the Gerber files required for printed circuit
board manufacturing can be accessed at https://github.com/PardeeLab/
zikaproject_hardware.

PLUM software. A GUI operating on Rasbian was designed using Python 2.7 and
open-source APIs (Supplementary Information). The Amazon Simple Storage
Service provided by Amazon Web Services (https://aws.amazon.com/) was used to
scale up the storage space of PLUM through a web service interface. GUI-related
and workflow-related code can be found at https://github.com/PardeeLab/
zikaproject_plumcode.git.

Statistics. Statistical analyses for analytical sensitivity experiments were performed
on GraphPad Prism 7 (GraphPad Software) using an unpaired ¢-test.

Diagnostic performance. Final accuracy tests were established using an online
mathematical tool provided by MedCalc (https://www.medcalc.org/calc/
diagnostic_test.php)*.

Establishing threshold and data analysis. All of the sample data collected in
PLUM were normalized by subtracting the negative control values (extracted
water) in each run. A logistic test was run on data collected for test sensitivity
analysis with Zika virus patient samples. According to the time-based thresholds,
each patient data point was classified as positive or negative (Supplementary
Figs. 4 and 6).

Patient sample collection. This study was approved by the FIOCRUZ-PE
institutional review board (IRB) under protocol 80247417.4.0000.5190 and
research ethics board (REB) approval number at the University of Toronto
(protocol 39531) and was conducted in accordance with relevant regulations and
guidelines, including the ethical principles for medical research involving human
subjects designed by the World Medical Association Declaration of Helsinki.
Patient samples were obtained from suspected arbovirus infections, from patients
who presented arthralgia, fever, exanthema and other related symptoms in an
endemic area of several arboviruses in Latin America. Informed consent of

all individuals included in this study was waived by the FIOCRUZ-PE IRB for
diagnostic specimens.

Reporting Summary. Further information on research design is available in the
Nature Research Reporting Summary linked to this article.

Data availability

The main data supporting the results in this study are available within the paper
and its Supplementary Information. All the experimental raw data are available for
research purposes from the corresponding author on reasonable request.

Code availability

Code for controlling the device and conducting experiments on the PLUM

reader can be found at https://github.com/PardeeLab/zikaproject_plumcode.git.
Additional code is available from the corresponding author on reasonable request.
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Pardee, K. Design to Implementation through the development and patient validation of toehold switch-based diagnostics,
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Switch-Based Diagnostics. J. Vis. Exp. provided performance comparable to gold-standard reverse transcription-quantitative
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URL for empirical screening with synthetic RNA sequences and optimization of diagnostic
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Introduction

RT-gPCR has remained the gold standard technology for
clinical diagnostics due to its excellent sensitivity and
specificity. Although highly robust, the method depends
on expensive, specialized equipment and reagents that
require temperature-controlled distribution and storage. This
presents significant barriers to the accessibility of quality
diagnostics globally, particularly in times of disease outbreaks
and in regions where access to well-equipped labs is
limited?-2. This was observed during the 2015/2016 Zika
virus outbreak in Brazil. With only five centralized laboratories
available to provide RT-gPCR testing, significant bottlenecks
resulted, limiting access to diagnostics. This was especially
challenging for individuals in peri-urban settings, who were
more severely impacted by the outbreak®:4. In an effort
to improve access to diagnostics, the protocol shows a
platform that has been developed with the potential to provide
decentralized, low-cost, and high-capacity diagnostics in low-
resource settings. As a part of this, a diagnostic discovery
pipeline was established, coupling isothermal amplification
and synthetic RNA switch-based sensors with paper-based

cell-free expression systemss's.

Cell-free protein synthesis (CFPS) systems, in particular E.
coli based cell-free systems, are an attractive platform for
a wide range of biosensing applications from environmental

monitoring” '8  to 5,6,9,10,11,12

pathogen diagnostics
Comprising the components necessary for transcription and
translation, CFPS systems have significant advantages over
whole-cell biosensors. Specifically, sensing is not limited by a
cell wall and, in general, they are modular in design, biosafe,
inexpensive, and can be freeze-dried for portable use.
The ability to freeze-dry gene circuit-based reactions onto

substrates such as paper or textiles, enables transport, long-

term storage at room temperature5, and even incorporation

into wearable technology13.

Previous work has demonstrated that E. coli cell-free
systems can be used to detect numerous analytes, for
example, toxic metals such as mercury, antibiotics such

14 15,16

as tetracycline7’ , endocrine-disrupting chemicals

biomarkers such as hippuric acid!’, pathogen-associated

9.18 and illicit substances such

quorum sensing molecules
as cocaine'’, and gamma hydroxybutyrate (GHB)19. For
the sequence-specific detection of nucleic acids, strategies
have for the most part relied on the use of switch-based
biosensors coupled to isothermal amplification techniques.
Toehold switches are synthetic riboregulators (also referred
to as simply 'switches' in the rest of the text) that contain
a hairpin structure that blocks downstream translation by
sequestering the ribosomal binding site (RBS) and the start
codon. Upon interaction with their target trigger RNA, the
hairpin structure is relieved and subsequent translation of a

reporter open reading frame is enabled?C.

Isothermal amplification can also be used as molecular

diagnostics21 ;

however, these methods are prone to
nonspecific amplification, which can reduce the specificity
and thereby the accuracy of the test to below that of RT-
gqPCR 22 |n the work reported here, isothermal amplification
upstream of the switch-based sensors was used to provide
combined signal amplification that enables clinically relevant
detection of nucleic acids (femtomolar to attomolar). This
pairing of the two methods also provides two sequence-
specific checkpoints that, in combination, provide a high
level of specificity. Using this approach, previous work has

demonstrated the detection of viruses such as Zika6, Ebola5,

Copyright © 2022 JoVE Journal of Visualized Experiments

jove.com

April 2022 - €63223 - Page 2 of 30


https://www.jove.com
https://www.jove.com/

jove

Norovirus 10

, as well as pathogenic bacteria such as C.
difficile®® and antibiotic resistant Typhoid12. Most recently,
cell-free toehold switches have been demonstrated for SARS-
CoV-2 detection in efforts to provide accessible diagnostics

for the COVID-19 pandemic'?12.13,

The following protocol outlines the development and
validation of cell-free, paper-based synthetic toehold switch
assay for Zika virus detection, from in silico biosensor
design, through the assembly and optimization steps, to
field validation with patient samples. The protocol begins
with the in silico design of RNA toehold switch-based
sensors and isothermal amplification primers specific for the
Zika viral RNA. Although numerous isothermal amplification
methods exist, here the use of nucleic acid sequence-
based amplification (NASBA) to increase the concentration
of viral RNA target present in the reaction, enabling
clinically significant sensitivity was demonstrated. Practically,
isothermal amplification methods have the advantage of
operating at a constant temperature, eliminating the need for
specialized equipment, such as thermal cyclers, which are

generally limited to centralized locations.

Next, the process of assembling the synthetic toehold switch
sensors with reporter coding sequences through overlap
extension PCR, and screening the synthetic toehold switch

sensors for optimal performance in cell-free systems using

synthetic RNA is described. For this set of Zika virus sensors,
we have selected the lacZ gene encoding the 3-galactosidase
enzyme, which is able to cleave a colorimetric substrate,
chlorophenol red-B-D-galactopyranoside (CPRG), to produce
a yellow to purple color change that can be detected by
eye or with a plate reader. Once top-performing synthetic
switches are identified, the process for screening primers for
nucleic acid sequence-based isothermal amplification of the
corresponding target sequence using synthetic RNA to find

sets that provide the best sensitivity is described.

Finally, the performance of the diagnostic platform is validated
on-site in Latin America (Figure 1). To determine the
clinical diagnostic accuracy, the paper-based cell-free assay
is performed using Zika virus samples from patients; in
parallel a gold standard RT-qPCR assay is performed for
comparison. To monitor colorimetric cell-free assays, we
enable on-site quantification of results in regions where
thermal cyclers are not available. The hand-assembled plate
reader called Portable, Low-Cost, User-friendly, Multimodal
(PLUM; hereafter referred to as portable plate reader) is also
introduced here?4. Initially developed as a companion device
for cell-free synthetic toehold switch diagnostics, the portable
plate reader offers an accessible way to incubate and read
results in a high-throughput manner, providing integrated,

computer vision-based software analysis for users.

Copyright © 2022 JoVE Journal of Visualized Experiments

jove.com

April 2022 - €63223 - Page 3 of 30


https://www.jove.com
https://www.jove.com/

jove

RNA
extraction

N~ SANNAN\

NASBA
reaction

RNA

Run the assay
in PLUM

|

0@

Cell-free reaction

NASBA

65° for 2 min ,
41* for 70 min

RNasey

Figure 1: Workflow for testing patient samples using paper-based cell-free toehold switch reactions. The figure was

created using BioRender.com. Please click here to view a larger version of this figure.

Protocol

All the procedures involving human participants are to
be conducted in accordance with ethical standards and
relevant guidelines, including the ethical principles for medical
research involving human subjects established by the World
Medical Association Declaration of Helsinki. This study was
approved by the human research ethics committee under
license protocol number CAAE: 80247417.4.0000.5190.
Informed consent of all patients included in this study was
waived by the Fiocruz-PE Institutional Review Board (IRB) for

diagnostic samples.

NOTE: The PLUM device will be hereafter referred to as a

'portable plate reader'.

1. Computational design of nucleic acid
sequence-based amplification primers

Scan the Zika genome to identify a set of candidate
regions for amplification that are approximately 200

nucleotides (nt) to 300 nt in length by putting the

genomic sequence into NCBI/Nucleotide BLAST25:26
Compare the genome against reference RNA sequences
(refseq_rna) and search for sites that remain highly
conserved and do not have homology with the human
genome (other BLAST parameters remain unchanged).
Select at least two sites to design the synthetic toehold

switch.

Use the selection criteria of Deiman et al.2’

to generate pairs of forward and reverse nucleic
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acid sequence-based amplification primers for each
candidate amplification region. In brief, follow these
criterias for designing primers: (1) GC content between
40%-60%; (2) 20 to 24 nt in length with DNA melting
temperature above 41 °C; (3) no runs of four or more
identical nucleotides; (4) the final 3' nucleotide is an
A base; (5) low primer secondary structure and dimer
formation probability. Screen 8-10 primer pairs for each

target region (recommended).

Append the prefix sequence containing the T7 promoter
sequence

AATTCTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGG (T7

promoter sequence underlined) to the 5' end of the
forward primers to allow for transcription of the amplicons
using T7 RNA polymerase (RNAP). Order the primers as
DNA oligos from a DNA synthesis company.

2. Computational design of toehold switches

Install NUPACK?28 version 3.2 (nucleic acid design suite)

based on the instructions on the website??. Use a UNIX
operating system and MATLAB (numeric computing

platform) as the programming language (recommended).

Identify the target sequences (e.g., viral genome) specific
to the pathogen of interest for the toehold switch designs
as in step 1.1. Choose the Zika target sequences from
the nucleic acid sequence-based amplicons generated in
step 1.2.

NOTE: In practice, either the nucleic acid sequence-
based amplification primers or the synthetic toehold
switches can be designed and tested first, depending
on the needs of the users. If particular target regions
of interest have already been established (e.g., from

existing publications or diagnostic protocols), toehold

switch design and screening may occur first, followed
by design and screening for nucleic acid sequence-
based amplification primers. If there are no established
target regions, first screen nucleic acid sequence-based
amplification primers against the full genome to narrow
down the targets of choice while selecting for primer
amplification efficiency. If multiple sequences for the
pathogen are available, it is best to design nucleic
acid sequence-based amplification primers that focus
on highly conserved regions (rather than screening the

entire genome).

Download and install the required MATLAB software on

the computer.

Set up the environment variables to allow the nucleic acid
design suite functions to be called in the software. To
do this, open the software, and then open (or create) a
startup.m file in the default work folder. Next, copy the
following lines of code into the startup.m file and finally,
add the folder containing the nucleic acid design suite

binaries to the PATH:

NUPACKINSTALL Y/Users/[user_name]/.../
nupack3.2.2";
setenv('NUPACKINSTALL',NUPACKINSTALL);
setenv('PATH',[getenv('PATH'),sprintf(":%s/build/

bin',NUPACKINSTALL)]);

Open the numeric computing platform software and
navigate to the design software folder. Run the
design algorithms accessible at https://github.com/

AlexGreenlLab/TSGEN.

Input the target sequences into the design_input_file.csv
located in the input subfolder. The inputs include Name,
Outer sequence, Inner sequence, Temperature, Output

name, and Output sequence as defined in Table 1. If no
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priming sites are determined yet for the target, keep inner
and outer sequences the same. Only the first 29 nt of
the reporter will be considered during the design process.
When finished, save and close the updated spreadsheet.
NOTE: The output sequence is the sequence of the
reporter protein planned to be used for the assay (e.g.,
lacZ). Specifying the inner and outer sequences ensures
that the algorithm will not generate synthetic toehold
switches that overlap with either of the primers. It also
ensures that the assay recognizes three unique sites in

the Zika genome to improve its specificity.

Select the parameters to use for the design function:
toehold_switch_design_run(num_designs,input_file,

options). Fill the parameter values as:

1. num_designs - the number of top designs for each
target output by the software. The default is 6 and
can be changed as needed (a minimum of six

designs for each target is recommended).

2. input_file - this parameter specifies the name of the
file that provides the input sequence information.
The default value is 'design_input_file.csv' and can

be changed as needed.

3. Choose from the following options - (1) SeriesA and
SeriesB: the version(s) of toehold switch that the
code will generate. Set SeriesB to 1 and SeriesA

to 0 to generate series B toehold switch, which

is the format used in the Zika virus diagnostic6;
(2) Parallel: set to 1 to harness multiple cores
to compute the designs; otherwise, set to 0; (3)
Antisense: set to 1 to generate toehold switches that
hybridize the antisense sequence (i.e., the reverse

complement) of the target input; otherwise, set to 0.

10.

11.

Run the design function using the selected parameters:

toehold_switch_design_run(num_designs,input_file,options).

The algorithm will then start to generate the toehold

switch designs for the targets of interest.

Upon design completion, locate the top toehold
switch design sequences and the corresponding target
sequences in the final_designs folder in the form
of .csv format spreadsheets. The toehold switch DNA
sequences generated by the algorithm will contain the T7
promoter sequence at the 5' end and the conserved 21
nt linker sequence AACCTGGCGGCAGCGCAAAAG at

the 3' end.

Screen the resulting top toehold switch design
sequences against other common viruses by putting
them on NCBI-BLAST and checking for sequence
homology. Accept sequences with 40% homology or

less.

Order the toehold switch hairpin sequences as DNA
oligos and later assemble them with the reporter gene
into fully functional switches. Order the necessary PCR
primers for subsequent sensor assembly depending on

the reporter protein of choice.
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Parameter

Definition

Name

The desired names of the output toehold switch sequences.

Outer sequence

Full NASBA transcript produced from amplification.

Inner sequence

the transcripts that bind to the forward and reverse primers.

The outer sequence excluding the primer binding sites. It

matches the outer sequence but excludes the portions of

Temperature

The temperature used by the algorithms

to compute the RNA structures.

Output name

The name of the output gene (e.g. lacZ, gfp).

Output sequence

The sequence of the output gene.

Table 1: The definition of each parameter used in the toehold switchdesign software.

3. Construction of toehold switches by PCR

NOTE: These steps describe the construction of LacZ toehold
switches by overlap extension PCR. Here, the DNA oligo is
used as a forward primer and the T7 terminator is used as a
reverse primer. We use the pCOLADuet-LacZ plasmid as a
template for the lacZ gene (addgene: 75006). Any other DNA
templates that contain the corresponding sequence can be
used as templates, provided that the T7 terminator is included

in the final construct.

1. Once synthetic DNA oligos have been received from the
commercial provider, prepare solutions of the synthetic
DNA and reverse amplification primer at a concentration
of 10 yM in nuclease-free water. Assemble reactions in
PCR tubes on ice according to Table 2.

NOTE: PCR volumes can be scaled as needed. Use
a minimal amount (0.1-1 ng) of pCOLADuet-LacZ DNA

template to avoid the need for an additional plasmid

removal step or background LacZ signal. For higher DNA
template amounts, follow the PCR with a Dpnl restriction

enzyme digest to remove the residual plasmid template.

2. Place the reactions in a thermal cycler, following

the cycling conditions listed in Table 3. Analyze the

PCR products on an agarose gel (Figure 2; see

Supplementary Protocol andso).

3. Purify the PCR products using a spin column-based PCR

purification kit and elute the DNA in 15-30 pL of nuclease-
free water, according to the manufacturer's instructions.

Quantify the DNA using a spectrophotometer.
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Component Volume Concentration
5X Q5 Reaction Buffer 10 uL 1x
10 mM dNTPs 1L 200 uM
10 mM Forward Primer 2.5 L 0.5 uM
(Synthetic Switch DNA FW)
10 mM Reverse Primer 2.5uL 0.5 uM
(T7 terminator RV)
Template DNA (pCOLADuet-LacZ) variable <1ng
Q5 High-Fidelity DNA Polymerase 0.5 yL 0.02 U/uL
Nuclease-free water to 50 pL -
Table 2: The PCR components used to construct toehold switches.
Step Temperature Time
Initial Denaturation 98 °C 30s
35 Cycles Denaturation 98 °C 10s
Annealing 60 °C 20s
Extension 72°C 1.45 min
Final extension 72 °C 5 min
Hold 4°C -

Table 3: Cycling conditions used during construction of toehold switchesby PCR.

4. Preparation of synthetic RNA target (Trigger)

1. Using a molecular biology design software, modify
the synthetic trigger RNA templates (selected in step
1.1) to include an upstream T7 promoter sequence,
ensuring that the full template remains short (<200

bp). Design forward and reverse primers to amplify the

trigger sequence primer (for oligo sequences please see

Supplementary Protocol).

Order the sequences as DNA oligos. Once received,
reconstitute the synthetic trigger DNA and ampilification
primers to 10 uM in nuclease-free water. Assemble the
corresponding PCRs in thin-wall tubes on ice according
to Table 2 and use 0.5 pL of the trigger DNA ultramer

(final concentration of 0.1 uM) as the template DNA.
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Place the reactions in a thermal cycler and use the
cycling conditions listed in Table 3. Use an extension
time of 15 s. Assess the quality and purify trigger PCR
products as described in step 3.3 and Supplementary
Protocol.

NOTE: To expedite the process, column-purified trigger

PCR products can also be directly used for initial toehold

switch screening.

5. In vitro transcription of selected trigger

DNA. For the DNase | step, add 70 uL of nuclease-free
water, 10 uL of 10x DNase | Buffer, and 2 uL of DNase
| (RNase-free), and incubate at 37 °C for 15 min. If not
proceeding to step 5.4 immediately, inactivate DNase |
with the addition of 50 mM EDTA and heat inactivation
at 65 °C for 10 min.

Optional Step: Perform denaturing polyacrylamide gel
electrophoresis (e.g., urea-PAGE) analysis on the IVT
products to assess RNA quality as described in the

Supplementary Protocol.

sequences
4. Purify the trigger IVT products using a column-
1. Assemble reaction components on ice according to based RNA cleanup kit —according to the
Table 4. manufacturer's instructions, and then quantify the RNA
concentration and purity using spectrophotometry. See
2. Incubate in vitro transcription (IVT) reactions at 37 °C for
Supplementary Protocol for instructions on how to
4 h, followed by DNasel treatment to remove the template
determine the molarity and copy number/puL of the RNA.
Component Volume Concentration
10X Reaction Buffer 1.5uL 0.75x
25 mM NTP mix 6 pL 7.5mM
Template trigger DNA XL 1 g
T7 RNA Polymerase Mix 1.5 uL -
Nuclease-free water X uL To 20 uL

Table 4: In vitro transcription (IVT) of selected trigger sequences.

6. Initial screening of the switches

BSA blocked filter paper used in step 6.10 should be prepared

in advance as described in the Supplementary Protocol.

NOTE: This section describes the steps associated with

setting up cell-free, paper-based toehold switch reactions,

and how to screen for high-performing toehold switches. The

Prepare a CPRG stock solution by dissolving 25 mg of
the powder in 1 mL of nuclease-free water. Keep the
solution on ice at all times and store at -20 °C for long-

term use.
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2. Determine the number of reactions to set up. For each
toehold switch assessed, include a no template control
(no switch and no target RNA-otherwise known as cell-
free alone control) to account for any background signal

that may arise from the master mix. Include a switch only

control to assess for the background switch leakiness or 7.

OFF rate in the absence of target RNA.

3. Assemble a cell-free reaction master mix of solution A,
solution B, RNase Inhibitor, and CPRG on ice according
to the standard protocol listed in Table 5.
NOTE: The steps described here are for a master mix
that will be sufficient for a triplicate set of 1.8 L reactions
with added 10% volume to account for pipetting error.
The master mix volume should be adjusted as needed

depending on the number of toehold switches screened.

4. For each triplicate cell-free reaction, dispense the master
mix into a PCR tube, keeping all the tubes on ice. For
the tube set aside as the cell-free alone control, add
nuclease-free water to a final volume of 5.84 pL, mix
by pipetting up and down, and centrifuge briefly. For the
remainder of the tubes, add PCR purified toehold switch

DNA to a final concentration of 33 nM.

5. For tubes set aside as switch alone controls, add
nuclease-free water to a final volume of 5.84 uL. For
tubes set aside to test the toehold switch and target RNA
combination, add in vitro transcribed target RNA to a final
concentration of 1 yM. Then, add nuclease-free water to
a final volume of 5.84 L. Mix all reactions thoroughly by

pipetting up and down, and centrifuge briefly.

6. Add 30 pL of nuclease-free water to the wells surrounding
the reaction wells on a 384-well black, clear bottomed
plate. This minimizes evaporation over the course of the

experiment and improves reproducibility.

NOTE: If using the portable plate reader device, place a
PCR foil over the plate, and use a precision knife to cut
out the wells intended for your reaction, as well as each of
the four corner wells. The PCR foil prevents the portable

plate reader camera overexposure from empty wells.

Using a 2 mm biopsy punch and tweezers, cut BSA-
blocked filter paper disks and place them in the reaction
wells either by ejecting the punch or using tweezers (see
Supplementary Protocol for preparing BSA-blocked
filter paper). Dispense triplicate 1.8 pL volumes from
each reaction tube onto the filter paper discs in the 384-
well plate, keeping all the samples, as well as the 384-
well plate, on ice at all times.

NOTE: If using the portable plate reader device, add 1.8
pML of CPRG (0.6 mg/mL) to each of the four corners
of the 384-well plate. The yellow color from the CPRG
provides pattern recognition to the portable plate reader
for alignment of the digital multiwell plate template in
image analysis. Cover the wells of the plate with PCR film

to prevent evaporation.

Place the plate in a plate reader, read OD57(q at 37 °C

every min for 130 min.
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Component Volume Final Concentration Per Reaction
Solution A 3.2puL 40%
Solution B 2.4 uL 30%
RNase Inhibitor 0.04 pL 0.5% vlv
CPRG (25 mg/mL) 0.2 yL 0.6 mg/mL
Toehold Switch XuL 33 nM
Target RNA X puL 1uM
Nuclease-free water to 5.84 uL -
Total volume: 5.84 uL

Table 5: PURExpress cell-free transcription-translation reaction components.

7. Identifying high-performing toehold switches

NOTE: This section describes how to analyze data from step
6 in order to select the best performing toehold switches to

move forward with.

1. Begin data analysis by first normalizing to the

background OD57( absorbance. To do this, subtract the
ODs70 measurements of reactions that do not have any

switch or target RNA (i.e., cell-free alone wells) from the

other OD570 measurements.

2.  Smooth the normalized data using a three-point moving
average and adjust the minimum value of each well to
zero. See Figure 3 for an example of normalized time-
course data collected for the toehold switches 27B, 33B,

and 47B.

3. Using this processed data, calculate the fold change (or
ON/OFF ratio) by determining the difference in the rate of

color change (i.e., change in OD57( over time) between

the toehold switch and target and switch alone wells
(see Supplementary Protocol for calculating the ratio;

Figure 4).

4. Select switches with the highest ON/OFF fold change
for further characterization. Omit the poorly performing

toehold switches that display the lowest fold change.

8. Nucleic acid sequence-based amplification
primer screening and sensitivity

NOTE: In the following steps, first a screen for functional
isothermal amplification primers is done, and then their
sensitivity is assessed by determining the number of target
RNA copies per pL of synthetic RNA that a given toehold
switch can reliably detect when coupled with isothermal
amplification. Following isothermal amplification, perform cell-
free reactions to identify successful nucleic acid sequence-
based amplification primer sets. However, it may be more
cost-effective to run polyacrylamide or agarose gels on
nucleic acid sequence-based amplification reactions to first

narrow the pool of candidate primer sets. In that case, nucleic

Copyright © 2022 JoVE Journal of Visualized Experiments

jove.com

April 2022 - - 63223 - Page 11 of 30


https://www.jove.com
https://www.jove.com/

jove

acid sequence-based amplification primer sets that generate 4

a band on the gel at the appropriate amplicon size can be

shortlisted for subsequent cell-free screening.

1. Make a 25 uM stock solution of all forward and reverse
primer sets in nuclease-free water (see Supplementary
Protocol). Determine the number of nucleic acid
sequence-based amplification reactions and subsequent

cell-free reactions that need to be set up. This will depend

on the number of toehold switches and respective primer 5

sets.

NOTE: When screening the primers, it is important to
always include a no template control for each primer set
to account for any background artifacts that may arise

due to primer-associated nonspecific amplification.

2. Set up one 5 pL reaction as follows (scale this as

needed). Thaw all the reagents on ice. Assemble a 6

reaction master mix of the reaction buffer, nucleotide mix,
and RNAse inhibitor according to Table 6. Mix thoroughly
by pipetting up and down until the white precipitate is

solubilized, and then dispense aliquots into PCR tubes.

1. If the master mix is for screening nucleic acid 7

sequence-based amplification primers, exclude the
primers from the master mix at first (dispense 2.55
ML of master mix). Otherwise, if performing primer
sensitivity analysis, the primers can be included in
the master mix (in which case dispense 2.75 pL
aliquots). Add the enzyme mix after the denaturation

and equilibration stages.

3. If screening nucleic acid sequence-based amplification

primers, add the forward and reverse primers to the

appropriate tubes. On a thermal cycler, set up the 8

incubation protocol as described in Table 7.

Add 1 L of either nuclease-free water or 1 uL of target

trigger RNA at 2 pM or approximately 108 copies/uL,
making sure to label the tubes accordingly. Mix by gentle
pipetting and briefly spin down the tubes.

NOTE: For primer set screening, use a concentration of
target trigger RNA that is high enough not to impinge on
the lower limit of detection of the isothermal amplification
method, yet not high enough to provide activation of the

toehold switch if no amplification were to occur.

Move the tubes to the thermal cycler and start the
incubation. After 12 min, remove the tubes and add 1.25
pL of the enzyme mix to each tube. Mix by pipetting up
and down and briefly centrifuge the tubes.

NOTE: At this point, the tubes may be kept at room
temperature; however, the enzyme mix should be kept

on ice until added to the tubes.

Return the tubes to the thermal cycler, skipping the 41 °C
hold step to start the 1 h reaction incubation.

NOTE: Following incubation, the reactions can be placed
on ice for same-day processing or frozen at -20 °C for

later processing.

Follow steps 6.2-6.7 and Table 8 to assemble paper-
based cell-free toehold switch reactions to assess primer
performance. Analyze data as described in steps 7.1-7.2
and Figure 3.

NOTE: In addition to the controls previously mentioned,
it is important to also include the negative control to
account for any background signal that might arise from
the reaction. Additionally, it is important to also include a
control with the switch and 2 pM (final concentration) of

target RNA, as a no-NASBA amplification control.

Identify candidate primer pairs to move forward with

sensitivity analysis. Primer pairs are selected based on
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whether toehold switch activation occurs following the
addition of the incubated reaction. If needed, repeat the

primer screen with more primer combinations.

Keeping RNA samples on ice at all times, make the

following serial dilution set of target RNAs in nuclease-

free water: 104, 103, 102, 10", and 10° RNA copies/
WL. Repeat nucleic acid sequence-based amplification
and cell-free reactions with the selected primer sets
(steps 8.2-8.7), testing the serial dilution series in order
to identify the primer sets that provide the best sensitivity.
See Figure 5 for an example of results for determining

the primer set sensitivity.

10.

11.

NOTE: Ideally, the selected toehold switch and the primer
pair should detect as few as 1-100 target RNA copies per

uL of the RNA (stock solution concentration).

Repeat the nucleic acid sequence-based amplification
sensitivity experiment in biological triplicate. This step
serves to confirm the reproducibility of the results before

moving to experiments with patient samples.

Optional: To have a reliable source of the switch
DNA for long-term use and for transport, clone the
selected switch sequence(s) into a plasmid using any
conventional cloning method. Similarly, the target trigger
RNA sequence may also be cloned into a plasmid of

choice for storage.

Component Volume per reaction Final Concentration
NASBA Reaction Buffer 1.67 uL 1x
NASBA Nucleotide Mix 0.833 pL 1x
25 uM Forward Primer 0.1 yL 0.5 uM
25 UM Reverse Primer 0.1 uL 0.5 uM
RNase Inhibitor (40 U/uL) 0.05 pL 0.4 U/uL
Target RNA 1L
NASBA Enzyme Mix 1.25 L 1x
Total volume 5uL

Table 6: Nucleic acid sequence-based amplification reaction components.
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Step Temperature Time
Denaturation 65 °C 2 min
Equilibration 41 °C 10 min

Hold 41°C o

Incubation 41 °C 1h

Hold 4°C -

Table 7: Reaction conditions for the nucleic acid sequence-based amplification.

Component Volume Final Concentration Per Reaction
Solution A 3.2uL 40%
Solution B 2.4 L 30%
RNase Inhibitor 0.04 pL 0.5% viv
CPRG (25 mg/mL) 0.2 yL 0.6 mg/mL
Toehold Switch XuL 33 nM
Target RNA (if applicable) X L 1 uM
NASBA (if applicable) 0.85 pL 1.7
Nuclease-free water to 5.84 uL -
Total volume: 5.84 uL

Table 8: Paper-based cell-free reaction components.

9. Patient samples collection and viral RNA
extraction

related symptoms of arbovirus infection in Pernambuco state,

Brazil.

NOTE: This section describes the protocol to collect patient 1.

samples and to extract the RNA using an RNA purification kit.

The protocol below is used to obtain serum from peripheral

blood. The samples used in this study were collected from

patients presenting fever, exanthema, arthralgia, or other

Collect peripheral blood samples from suspected
arbovirus-infected patients. Perform venipuncture (whole
blood tube) using a standard aseptic technique. Label the
sample tubes with an anonymous code and the date of

sample collection.

Copyright © 2022 JoVE Journal of Visualized Experiments

jove.com

April 2022 - - 63223 - Page 14 of 30


https://www.jove.com
https://www.jove.com/

jove

Centrifuge blood to separate the serum at 2,300 x g for
10 min. Using a pipette, prepare aliquots of serum (200
uL) that will be used for RNA extraction in 1.5 mL tubes.
NOTE: If it is not possible to perform the RNA extraction
shortly after sample collection, serum samples should be

stored at -80 °C prior to downstream applications.

Pipette 560 L of prepared Buffer AVL (viral lysis buffer)
containing the carrier RNA into a 1.5 mL tube. Add 140
WL of serum to the Buffer AVL/carrier RNA mixture in the

tube. Mix by pulse-vortexing for 15 s.

Incubate for 10 min at room temperature, and then
briefly centrifuge the sample to collect the contents at the
bottom of the tube. Add 560 pL of ethanol (96%-100 %)
to the sample and mix by pulse-vortexing for 15 s. After
mixing, centrifuge the sample to collect the contents at

the bottom of the tube.

Carefully add 630 L of the solution from step 9.4 to the
spin-column without wetting the rim. Following this step,
close the cap, and centrifuge at 6,000 x g for 1 min. Place
the spin-column into a clean 2 mL collection tube and

discard the used collection tube containing the filtrate.

Carefully open the spin-column and repeat step 9.5.
Carefully open the spin-column and add 500 uL of Buffer
AW1 (wash buffer 1). Close the cap, and centrifuge at
6,000 x g for 1 min. Place the spin-column into a clean 2
mL collection tube and discard the used collection tube

containing the filtrate.

Carefully open the spin-column and add 500 uL of Buffer
AW?2 (wash buffer 2). Close the cap and centrifuge at
20,000 x g for 3 min. Place the spin-column into a clean 2
mL collection tube, and discard the used collection tube

containing the filtrate.

10.

11.

12.

To avoid contamination by residual buffer AW2,
which could cause problems in downstream enzymatic
reactions, place the spin-column into a clean 2 mL
collection tube and discard the used collection tube with

the filtrate. Centrifuge at 20,000 x g for 1 min.

Place the spin-column in a clean 1.5 mL tube and discard
the used collection tube with the filtrate. Carefully open
the spin-column and add 60 pL of Buffer AVE (elution
buffer) equilibrated to room temperature. Following this
step, close the cap, and incubate at room temperature

for 1 min.

Centrifuge at 6,000 x g for 1 min. The eluted RNA can
then be used as an input for the nucleic acid sequence-

based amplification and RT-gPCRs in parallel.

Follow steps 8.3 to 8.11 to perform the nucleic acid
sequence-based amplification and paper-based cell-free
reactions using 1 uL of extracted patient RNA, ensuring
to include negative and positive control reactions.
Following the reactions, prepare the 384-well reaction
plate and run the assay in the portable plate reader
device at 37 °C (see details in the Supplementary

Protocol).

NOTE: Two RNA concentrations of 10% and 102
PFU/mL, extracted from cultured Zika virus are used
as positive controls for all experiments during the
clinical validation. In addition to the controls previously
mentioned, it is important to also include the trigger (10

ng/uL) as a positive control.

At the end of every experiment, the raw data (.csv file)
from the prtable plate reader can be uploaded to a
secure database online. Additionally, the portable plate
reader generates a report indicating whether samples

are positive or negative for Zika virus (Figure 6); see
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the representative results section for examples of all the 4

graphs obtained during the incubation (Figure 7).
NOTE: Users can also transfer files from the portable

plate reader to their own computer via the USB.

10. Portable plate reader device

1. The portable plate reader device (Figure 8) can be used

as an alternative to a conventional plate reader?*. Forthe
protocol and representative results, see Supplementary

Protocol.

11. RT-qPCR for Zika virus detection

NOTE: This section outlines the steps to perform the RT-
gPCR for Zika virus detection from patient samples (see

Supplementary Protocol).

1. To avoid contamination, assemble the RT-qPCR
components in an area isolated from the amplification
process (e.g., clean-hood). Place the RT-qPCR buffer,
enzymes, and primer/probes on ice or a cold-block.
Following this, add the reactions to a 96-well plate on ice
according to Table 9.

NOTE: Negative (extraction control and non-template

control [NTC]) and positive control (104 PFU/mL) are

recommended for all experiments.

2. After adding the reagents to a 1.5 mL microcentrifuge
tube, mix the reaction by pipetting up and down (do not
vortex), and dispense 6.5 pL into each well. Add 3.5 pL

of each RNA template in triplicate.

3. Place a PCR film over the top of the plate. Centrifuge the
96-well plate at 600 x g for 2 min.

Place the plate in a RT-gPCR machine using the
following cycling conditions outlined in Table 10.
To analyze the results, use the RT-gPCR machine
design and analysis software and consider the
automatic threshold and baseline (see details in the

Supplementary Protocol).

Copyright © 2022 JoVE Journal of Visualized Experiments jove.com

April 2022 - - 63223 - Page 16 of 30


https://www.jove.com
https://www.jove.com/

jove

Component Volume Concentration
2X QuantiNova Probe 5puL 1x
RT-PCR Master Mix
100 pM Forward Primer 0.8 uL 0.8 uM
100 uM Reverse Primer 0.8 L 0.8 uyM
25 UM Probe 0.04 uL 0.1 uM
QuantiNova ROX Reference Dye 0.05 pL 1x
QuantiNova Probe RT Mix 0.1 uL 1x
Template RNA 3.5puL -
Nuclease-free water to 10 yL -

Table 9: RT-qPCR components to amplify Zika virus RNA based on centers for disease control and prevention-CDC

USA to detect Zika virus from patient samples?’1 .

Step Temperature Time
Reverse transcription 45 °C 15 min
PCR initial activation step 95 °C 5 min
45 Cycles Denaturation 95 °C 5s
Combined 60 °C 45s
annealing/extension

Table 10: Cycling conditions for RT-qPCR.

Representative Results

Following the computational design pipeline, the construction
of three toehold switches was performed by PCR. The PCR
products were analyzed using agarose gel electrophoresis
(Figure 2). The presence of a clear band around 3,000 bp,
roughly the size of the lacZ gene coupled to a toehold switch,
typically indicates a successful reaction. Alternatively, a lane

without a band, multiple bands, or a band of the incorrect

size, indicates a failed PCR. In the case of a failed PCR,
the reaction conditions and/or primer sequences should be

optimized.

The assembled toehold switches were screened to assess
each sensor against its respective in vitro transcribed trigger
RNA (Figure 3). While all three sensors displayed an
increased OD57( absorbance, sensor 27B (Figure 3A) had

the most rapid on-rate. Switches 33B and, to a lesser extent,
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47B showed an increased OD570 absorbance in the absence
of target trigger RNA, indicating that these switches possess
some background activity or leakiness (Figure 3B,C)-a trait
not wanted in a candidate sensor as it can reduce specificity.
To more clearly identify the sensor with the highest ON/
OFF signal ratio, the fold change of ODs570 absorbance
was calculated (see supplemental information section 5) and
plotted (Figure 4). From this analysis, it is clear that switch
27B is the sensor that has the best performance with an ON/

OFF signal ratio of around 60.

The sensitivity of the top-performing toehold switch (27B) was
then evaluated by determining the lowest RNA concentration
required to activate the toehold switch 27B when coupled
with a nucleic acid sequence-based amplification reaction.
The graph illustrates that the top-performing Zika sensors can
detect RNA at concentrations as low as 1.24 molecules per

ML (equivalent to ~2 aM; Figure 5).

After switch 27B was identified and validated, the sensor
materials were distributed to the team members in Recife
in the Pernambuco state of Brazil. In Brazil, the clinical
diagnostic accuracy of the Zika virus diagnostic platform was

assessed using Zika virus patient samples, in parallel with a

gold standard RT-gPCR method for comparison. To validate
the paper-based Zika diagnostic platform, the portable plate
reader was used, which is capable of incubating and reading
the colorimetric output of paper-based sensors. The color
change from yellow to purple is used to identify a positive
sample, while a negative sample remains yellow (Figure 6).
An additional option for visualizing the results generated by
the portable plate reader (Figure 8) is to plot the colorimetric
response for each paper-based reaction over time. Samples
were tested in triplicate and those that exceeded the threshold
(red line set to 1) were considered positive, while samples
below the threshold were considered negative (Figure 6 and

Figure 7).

Finally, to evaluate and compare the clinical performance of
the Zika toehold switch sensor with the current gold standard
method for diagnosing Zika virus infection, all patient samples
were tested in parallel with RT-gPCR. The amplification plot
of two representative patient samples was tested in triplicate
for the detection of Zika virus by RT-gPCR (Figure 9). The
samples are considered positive when the cycle threshold
(Ct) value is <38; the red line indicates a positive sample and

the blue line indicates a negative sample for Zika virus.
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Figure 2: Agarose gel electrophoresis to assess the quality of PCR products. PCR products are analyzed on a 1%

agarose gel in 1x TAE, run at 80 V for 90 min. A single clear band typically indicates a successful reaction. Lane 1: 1 kb DNA

ladder; Lanes 2-4: 27B switch DNA, 33B trigger DNA, and 47B trigger DNA, respectively.The numbers on the left-hand side

represent band size in bp. Please click here to view a larger version of this figure.
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Figure 3: Prototyping three toehold switches for paper-based Zika sensors. The performance of three paper-based

RNA toehold switch sensors was measured at 37 °C for over 130 min. Each graph contains two traces, one represents

the switch only control, while the other represents the switch and trigger. The three graphs represent data acquired using

toehold switch sensors 27B (A), 33B (B), and 47B (C). Error bars represent the standard error of the mean (SEM) from three

replicates. Please click here to view a larger version of this figure.
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Figure 4: Top-performing sensors are identified by calculating the fold change in absorbance at 570 nm. Fold change

(or maximum ON/OFF ratio) is calculated by measuring the ratio of absorbance (OD57() at 130 min between the switch only

control, and the switch plus trigger CFPS assay. Error bars represent SEM from three replicates. Please click here to view a

larger version of this figure.
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Figure 5: Sensitivity assessment of top-performing switch. /n vitro transcribed Zika RNA is titrated into nucleic acid
sequence-based amplification reactions. After a 1 h incubation, the reactions were added to cell-free PUREXxpress reactions
on paper discs at a ratio of 1:7. The fold change after 130 min at 37 °C is plotted. This figure has been modified from24.

Please click here to view a larger version of this figure.
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Figure 6: Portable plate reader capture page loaded with captured image data. This figure shows a sample picture of
the final image captured by the portable plate reader during a data collection run. The original date/time stamp is visible at

the top of the image. Yellow color indicates control or negative reactions, and the purple color indicates a positive reaction.

Please click here to view a larger version of this figure.
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Figure 7: Data analysis mode. On the left, users select the data sets they would like to plot; the graphs are then displayed
on the right with unique colors for each sample or control set. The dashed red line serves as a threshold for determining

positive and negative samples. Samples tested in triplicate that exceed the threshold are considered positive, while samples
below the threshold are deemed negative. Error bars represent standard deviation (SD) from three replicates. Ctrl 1 to Ctrl 5

indicates controls. Please click here to view a larger version of this figure.
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Figure 8. An image of the portable plate reader companion reader. The portable plate reader acts as a lab-in-a-box and
serves as a temperature-controlled plate reader to incubate and monitor colorimetric reactions. This portable device can
provide quantitative and high-throughput measurements of the paper-based Zika sensors on-site. Please click here to view a

larger version of this figure.
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Figure 9: RT-qPCR plot of the amplification of two patient samples tested in triplicate for the detection of the Zika

virus. Samples are considered positive when the cycle threshold (Ct) value is <38. The dotted red line serves as a threshold

for determining positive and negative samples. The red trace indicates a positive sample, and the blue trace indicates a

negative sample. ARn value represents the normalized magnitude of the fluorescence signal detected by the RT-gPCR

instrument for all the samples tested. Please click here to view a larger version of this figure.

Supplementary Protocol File. Please click here to download

this File.

Discussion

The combined paper-based system described here can bring
clinically relevant molecular diagnostics, with functionally
comparable performance to RT-qPCR, to the point—of—neede.
Importantly, for remote settings, the availability of diagnostic
on-sites can decrease the time to results from days to hours.
Highlighting the programmability of this approach, the pipeline
that has been described can be directed, using computational
design, to the detection of virtually any pathogen target.
We have paired this with the purpose-built hardware of the

portable plate reader, which is compact and compatible with

battery operation (8-9 h) and provides onboard data analysis
to enable distributed applications. In other work, we have
validated the combined hardware and Zika virus diagnostic
platform with 268 patient samples, in parallel with RT-
gPCR, and found a diagnostic accuracy of 98.5%24. Taken
together, our goal is to enable the technology transfer of this
platform to researchers so that it can be repurposed and
improved by the community to address unmet needs through
improved access to diagnostics. The process of creating
the paper-based diagnostics begins with the computational
design of toehold switches and nucleic acid sequence-based
amplification primers using software available from the Green

lab.
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The in silico toehold switch design process has been
integrated and automated into a pipeline that can be divided
into three stages. The first stage generates a pool of
toehold switch designs that hybridize to the target sequence
in one nucleotide increment. The second stage examines
the secondary structure and toehold switch availability and
eliminates sensors with in-frame premature stop codons. A
scoring function that considers multiple factors (e.g., defect
level of the toehold switch, toehold switch availability, and
target site accessibility) is then implemented to select top
toehold switch designs based on overall scores. In the final
stage, a list of sequences is generated for the top toehold
switch designs and their corresponding target triggers. The
top sensor sequences should be screened for specificity
against the human transcriptome and closely related viral
genomes using NCBI/Primer-BLAST2. Itis also best practice
to screen the sensor target sites for sequence conservation in
the Zika viral genome to ensure that the sensors will provide
broad and robust detection. Several versions of toehold
switch design software have been developed and the design
algorithm allows users to generate two versions, either series
AS or series B toehold switches®. In this article, the focus has

been on the series B toehold switch design.

Following commercial DNA synthesis, the toehold switches
can be rapidly assembled, and then tested by performing
an initial screen against a synthetic target trigger sequence
that corresponds to short regions (200-300 nt) of the target
genome. For screening the performance of toehold switch-
based sensors, it is ideal to add the target sequence in the
form of RNA. In this article, the steps required to add in
vitro transcribed trigger RNA sequences have been outlined.
However, if available, full-length genome templates such as
quantified viral RNA extracts or commercial synthetic RNA

genomes or standards can be used. Using full-length RNA

genomes for initial toehold switch screening is beneficial
as it can inform whether additional factors, such as RNA
secondary structure, will affect sensor performance. To
optimize the ON/OFF ratio of candidate switches, the toehold
switch DNA can be titrated into the cell-free reaction. This step
can also serve to identify high-performing toehold switches
(fold amplification, or high ON/OFF LacZ signal ratio) and
omit leaky toehold switches (high signal in the absence of the

target RNA) from downstream characterization steps.

To improve the limit of detection of the top-performing toehold
switch candidates, nucleic acid sequence-based amplification
is used to increase clinically-relevant concentrations of
target Zika viral RNA to a level that can be detected
by toehold switches®. Different combinations of forward
and reverse primer sets are screened to determine high-
performing nucleic acid sequence-based amplification primer
and toehold switch combinations to enable detection at
clinically relevant concentrations. Once an ideal primer set
and toehold switch combination has been identified, the assay
is taken forward to clinical validation. It is important to note
that the toehold switch and nucleic acid sequence-based
amplification screening stages can be labor and resource-
intensive and therefore test development is best suited to
well-resourced research sites. Although we have not applied
process automation, it is likely that this could accelerate
the iterative design, build, and test cycle32. Fortunately,
the turnaround time from sensor design and testing to
deployment can be remarkably short (less than a week),
making this strategy ideal for time-critical situations, such as

epidemic outbreaks®.

Even after a biosensor with clinically relevant sensitivity
has been developed, there are technical challenges that

need to be addressed. Since this protocol involves manual
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operation and is a multi-step procedure, there is a risk
of cross contamination between samples. We do our best
to abate this risk through careful laboratory practice. In
a recent clinical trial of 268 patient samples, we did not
encounter any contamination issues; however, it is an
important consideration®*. With this in mind, the protocol
remains a laboratory assay and requires a skilled user
with command of proper molecular biology techniques. An
additional consideration for deployments is the RNA isolation
from patient samples. Here we describe RNA isolation
using column-based nucleic acid extraction kits. However, in
other work, we have demonstrated an effective and simple
boiling lysis method (95 °C for 2 min) for low-burden patient
sample processing6. This strategy nearly eliminates the costs
associated with RNA extraction and avoids the use of column-
based nucleic acid extraction kits, which can pose a logistics
challenge in low-resource settings or supply chain issues

during crises, such as the COVID-19 pandemi033.

As we have seen during the COVID-19 pandemic, the
instruments used to perform RT-gPCR can themselves serve
as a bottleneck and limit patient access to testing. This factor,
which is also largely financial, leads to a centralized testing
model, which can limit diagnostic access. For example,
during the 2015/2016 Zika outbreak, only five national
reference labs were available in Brazil, which caused delays
in patient testing. Without considering the potential benefit
of economies of scale, the current cost of goods for the
portable plate reader is ~$500 USD, which even if increased
five-fold to account for labor and commercial margin, still
provides an affordable instrument. This compares well to RT-
gPCR instruments that range in cost from $15,000-$90,000
uSD34. Furthermore, the estimated cost per test for the cell-
free assay in Latin America is around $5.48 USD, while the

cost per test of RT-gPCR in Brazil was ~$10-11 USD at the

time of the Zika outbreak3®. Beyond the cost of equipment,
the portable plate reader has a small footprint (20 cm3),
automatic analysis, data upload to the cloud via internet, and
can be run on battery power. These features dramatically
expand the potential settings where testing can be deployed
and concomitantly expands the patient population that can be

served.

To date the most common commercial E. coli CFPS
platforms are the S30 and PURE systems3’; however, a
key consideration in improving access to diagnostics in
low- and middle-income countries is the limited domestic
availability of these reagents. An important step toward
resolving this challenge is the development of local CFPS
production. The Federici lab has recently made significant
progress toward developing a non-commercial platform to
implement toehold switch-based sensors in lysate-based cell-
free systems, reaching a 2.7 fM LOD with Zika virus RNA™.
Not only does this achievement allow the reagents to be
made in the country of use, avoiding import tariffs and delays,
but labor costs also scale to local rates and thus the overall
cost can be significantly lowered. In the work outlined by the
Federici group, the cost of producing the CFPS expression
reaction (5 pL) in Chile was 6.9 cents (USD)35*38, providing a
dual incentive (improved logistics and cost) for implementing

lysate-based systems35 38

The placement of RT-gPCR-comparable testing into
distributed diagnostic networks could bring significant
advantages over current practices that are dependent on the
transportation of samples to centralized RT-qPCR facilities.
In peri-urban settings, where Zika cases were concentrated,
the physical distance between a patient and the diagnostic

facility slows diagnosis and increases the risk that results will

not reach the patient at a clinically relevant time. It is our hope
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that the work presented here can contribute to enabling the
research community, through the transfer of knowledge, to
create decentralized biotechnologies and portable hardware

for human health, agriculture and environmental monitoring.
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