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Resumen

La rapida propagacién mundial de un nuevo coronavirus denominado SARS-CoV-2, detectado en la cuidad de Wuhan,
China, hace necesario del conocimiento e implementacién de métodos de diagnéstico confiables para detectar y tratar
adecuadamente a los pacientes. Para ello, los métodos mas utilizados para el diagnostico son: la técnica de inmunocromatografia
(IC), 1a cual enmarca tanto a las pruebas detectoras de anticuerpos como a la prueba de deteccion de antigenos; y las pruebas de
diagndstico molecular basadas en tecnologia de PCR, detectando cuantitativa y cualitativamente al virus, como por ejemplo
qRT-PCR y al LAMP. Mediante la revision de las bases de Scielo, Pubmed y Scopus se compara la utilidad diagnéstica de las
pruebas LAMP, qRT-PCR e IC aplicadas al diagnéstico de SARS-CoV-2,y como las distintas variantes del virus han impactado
sobre la confiabilidad de estas pruebas.
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Abstract

The rapid global spread of a new coronavirus initially named 2019-nCoV, detected in the city of Wuhan, China, now
known as SARS-CoV-2, has posed new challenges for epidemiological surveillance. At the same time, the alarming growth of the
pandemic makes it necessary to know and implement reliable diagnostic methods to detect and adequately treat patients. To this
end, the most commonly used methods for diagnosis are: the immunochromatographic (IC) technique, which includes both
antibody detection tests and antigen detection tests; and molecular diagnostic tests based on PCR technology, detecting virus
quantitatively and qualitatively, such as qRT-PCR and LAMP, respectively. In the present review, we compare the diagnostic
utility of LAMP, PCR and IC tests applied to the diagnosis of SARS-CoV-2, and how the different virus variants has impacted on
its reliability. The necessary information was obtained from Scielo, Pubmed and Scopus databases.
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I. Introduccion

El SARS-CoV-2 (en inglés Severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2) es el agente etiologico causante de la
COVID-19 (eninglés, Coronavirus Disease 2019). Debido a su
rapida propagacion a nivel mundial, la OMS declar6 el estado
de pandemia en marzo del 2020. Hasta el 1 de enero de 2022,
hubo un total de 290.959.019 casos confirmados de COVID-
19,y 5.446.753 de muertes acumuladas”’. La rapida expansion
de los contagios y las muertes por COVID-19 generaron que los
distintos gobiernos adopten e incentiven distintas medidas
estratégicas para mitigar la expansion del virus en sus
respectivos territorios, siendo el aislamiento social, las
cuarentenas obligatorias, el uso de mascarillas, el uso de
desinfectantes y el frecuente lavado de manos”®”; y
recientemente, la vacunacion en etapas, comenzando con los
grupos mas vulnerables, adultos mayores y gestantes™.

A la par de las medidas empleadas para frenar la
expansion de contagios, una estrategia util fue la adquisicion y
ejecucion masiva de pruebas diagnoésticas. La combinacion de
ambos permite llevar una adecuada vigilancia epidemioldgica.
No obstante, las técnicas usadas de manera amplia son la
prueba inmunocromatografica (IC) y el qRT-PCR™. La primera
permite determinar los anticuerpos producidos por los seres
humanos cuando se encuentran expuestos a la enfermedad,
mientras que la segunda se basa en la deteccion molecular del
virus en el organismo. Asimismo, se han sumado otras técnicas
cuantitativas y cualitativas para el diagnostico de COVID-19,
siendo la prueba molecular rapida (LAMP) una de las pruebas
con mayor expectativa en la poblacion y en los gobiernos
debido a surapidez, sencillez técnica y tecnologica®.

El diagnostico de la enfermedad ha cambiado a lo largo
de lo que va la pandemia por la COVID-19, debido que el
estado peruano ha optado por el descarte de pruebas rapidas
seroldgicas, y Unicamente el uso de pruebas rapidas
antigénicas, principalmente para personas sintomatologicas; y
pruebas moleculares, como base fidedigna para el diagnéstico
para personas con sintomatologia, con contacto directo con
personas positivas confirmadas o personas que hayan realizado
viajes a paises con alta tasa de mortalidad y contagio.
Asimismo, el contexto actual de las diversas variantes del
SARS-CoV-2 reportadas a nivel mundial estan afectando la
confiabilidad del diagnéstico, pudiendo incrementar la
frecuencia de falsos negativos; pudiendo representar un reto y
peligro para la salud pblica en el mundo.

En vista de las distintas pruebas diagndsticas
disponibles, y la importancia que implica aplicarlas en el
momento preciso de la enfermedad, la presente revision tiene
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por objetivo describir y comparar la utilidad diagnostica de las
pruebas LAMP, PCR ¢ IC aplicadas al diagnostico de COVID-
19, indicando las implicancias y repercusiones de las variantes
sobre el diagnostico.

2. Material y Métodos

Se recopilo la informacion y bibliografia actualizada de
las siguientes fuentes: Scielo, Pubmed y Scopus. Se utilizaron
los términos COVID-19 diagnosis, SARS-CoV-2 detection,
COVID-19 RT-PCR, COVID-19 LAMP, COVID-19
serological test y COVID-19 antigen test, SARS-CoV-2
variants, COVID-19 variants.

2.1SARS-CoV-2

E1SARS-CoV-2 es un virus respiratorio que pertenece a
la familia Coronaviridae. Se caracteriza por su estructura
esférica, con envoltura lipidica y contenido de ARN
monocatenario. Su estructura esta dispuesta por 4 proteinas
estructurales: proteina S, proteina E, proteina M y proteina N.
La proteina S, es aquella que se encuentra en la superficie del
virus y tiene la capacidad receptiva con las células que infecta,
asi mismo, esta es la causante de la intromision del material
genético viral a las células de los hospederos®.

Similar a otros virus respiratorios, especialmente
aquellos cuyo material genético es ARN, presenta una elevada
tasa de mutaciones, generandose asi variantes del virus”, lo
cual se ha visto evidenciado a lo largo del 2021, empezando con
la aparicion de la variante Alpha. Los cambios se han
identificado principalmente en la secuencia de la proteina S,
sobre todo en el dominio de union al receptor (Receptor
Binding Domain o RBD) y en el domino N-terminal,
modificando su interacciéon con la proteina ACE2 (via de
ingreso del virus a las células) y, por tanto, su capacidad de
infeccién"”. Recientemente, a finales de noviembre de 2021, se
detecté una nueva variante originada en Africa, nombrada
como Omicron, la cual ha incluye 49 mutaciones, 30 de esas en
la proteina S (15 en laregion RBD), confiriéndole la capacidad
de escapar de la respuesta neutralizante del cuerpo tanto en
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personas no vacunadas como vacunadas'".

IL.1. Principios de la prueba RT-LAMP, qRT-PCR,
inmunocromatograficay antigénica

I1.1.1. RT-LAMP

La Amplificacion Isotérmica Mediada en Lazo (LAMP,
siglas en inglés de Loop Mediated Isothermal Amplification) es
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una técnica empleada desde el afio 2000 para el diagnostico de
enfermedades infecciosas y desordenes genéticos”. Con
LAMP se hace un diagnostico cualitativo rapido, ya sea
mediante turbidez, fluorescencia, colorimetria, etc., lo que
permite que no sea necesario un equipamiento costoso y
especial. Es asi que se han desarrollado distintos kits de
diagnostico para enfermedades bacterianas (Salmonella,
Legionella, E. coli, etc.) y virales (SARS-CoV, Influenza)®.
Actualmente en el Pert1 se emplea LAMP para el diagnostico de
SARS-CoV-2 usando rojo fenol como indicador de pH y en este
método colorimétrico de detectarse una reaccion positiva, el
color vira de rojo a amarillo, tal como se observa en la figura 1

(14)
NEGATIVO POSITIVO

:

Figura 1. Resultado negativo (rojo) y positivo (amarillo)
para SARS-CoV-2 utilizando el método LAMP.

En el SARS-CoV-2, LAMP consta de 3 pasos:
iniciacion, amplificacion ciclica, y elongacion?, similar a un
PCR convencional, pero con la ventaja de llevarse a cabo a una
temperatura constante de 60 a 65°C, necesitandose por ello
unicamente un termobloque, equipo de laboratorio usado para

realizar variantes de temperaturas’®

. Las regiones candidatas
del virus SARS-CoV-2 a amplificar, de acuerdo con las
recomendaciones de la Organizacion Mundial de la Salud, son
las relacionadas al open reading frame lab (orflab), o a la

proteina N (nucleocépside).

El ensayo de LAMP consiste en el uso de 2 juegos de
primers, un inner (FIP y BIP) y un outer (F3 y B3), los cuales
son capaces de reconocer 6 distintas regiones del ARN del

(15)

agente patogeno . El procedimiento empieza con la unién del

primer FIP alaregion F2 del ARN blanco, a una temperatura de

65°C. Conforme la ADN polimerasa replica el primer F3 se une
alaregion complementaria F3c, desplazando a la hebra FIP, la
cual contiene la region F1lc complementaria a la secuencia del
FIP, permitiendo su autohibridacion formando una especie de
horquilla o loop. Esta horquilla sirve como molde para ser
reconocido por el primer BIP, desplazando a la hebra
sintetizada a partir del primer B3. Similar al ADN sintetizado
por el FIP, esta forma una horquilla, dando un producto con
doble horquilla en sus extremos, el cual servira finalmente
como molde para lareplicacion"”.

Sin embargo, con el fin de incrementar la eficiencia del
proceso de amplificacion, se ha favorecido el uso de un par de
primers adicionales, denominados Loop primers, los cuales se
hibridizan en regiones intermedias entre F1/F2 y B1/B2"". El
uso de los Loop primers resulta imprescindible para el
adecuado desarrollo de la técnica RT-LAMP, por lo que la

., . oy . 16
reaccion final utilizara 3 juegos de primers"®.

I1.1.2. qRT-PCR

El primer test validado de deteccion de la qRT-PCR
(reverse transcriptase polymerase chain reaction) fue el
disefiado por el grupo liderado por el profesor Christian
Drosten del Instituto de Virologia de Berlin. Consta de dos
partes: 1) extraccion de acidos nucleicos y 2) reaccion de
amplificacion. Para la implementacién de la técnica en un
laboratorio se debe procurar que ambos procesos estén
automatizados para disminuir la probabilidad de errores e
incrementar la capacidad de respuesta; ademas de ello, es
necesario contar con la infraestructura adecuada.

La PCR es una técnica muy sensible y especifica. Por
este motivo es la prueba de oro para el diagnostico de la
COVID-19. Su alta sensibilidad permite detectar niveles
minimos de particulas virales presentes en la muestra del
paciente. Es una técnica basada en acidos nucl€icos que se
utiliza para amplificar un gen o nucledtido diana presente en
una muestra, lo que ayuda a detectar al patogeno especificoy a
discriminarlo de otros relacionados"”.

Existen dos formas posibles de realizar qRT-PCR: El
ensayo de un paso y el ensayo de dos pasos. El ensayo de un
paso permite la trascripcion inversa y la amplificacion en un
solo tubo, lo que hace que el proceso sea rapido y se alcance
mayor capacidad de pruebas realizadas; sin embargo, esto
genera una menor produccion de amplicones, los cuales son
pequeios fragmentos o secuencias de material genético que se
producen en una reaccion en cadena de la polimerasa. En el
caso del ensayo de dos pasos, las reacciones se llevan a cabo en
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dos tubos de forma secuencial, lo que lo hace mas lento; pero es
mas sensible que el primero por lo que también es muy utilizado
2 La CDC recomienda el formato de PCR de un solo paso para
diagnosticar COVID-19.

El ensayo de la qRT-PCR se lleva a cabo aislando el
ARN de la muestra, posteriormente afiadiendo los cebadores
directos e inversos, agua libre de nucleasas y la mezcla de
reaccion (transcriptasa inversa, polimerasa, nucledtidos,
magnesio y otros aditivos). Se carga en un termociclador de
PCR con ARN extraido y mastermix, conjunto de reactivos que
se requieren para poder iniciar la reaccion en cadena de la
polimerasa, principalmente esta constituido por los primers,
sondas y agua molecula y se establece la temperatura para
ejecutar la reaccion de PCR. La escision de una sonda extintora
de fluoréforo durante esta reaccion genera una sefal de
fluorescencia que es detectada por el termociclador y se registra

. .7 16,
el progreso de la amplificacion"®.

I1.1.3. Inmunocromatografica

La técnica de inmunocromatografia (IC), también
conocida como prueba rapida, fue de las primeras en emplearse
para el diagndstico de COVID-19, y hasta la fecha, sigue
usandose como una de las principales opciones para la
vigilancia epidemiologica de esta enfermedad. Hasta la fecha
se han realizado en Pert 716,628 pruebas rapidas; no obstante,
su eficacia para la vigilancia epidemiologica es cuestionada por
distintos autores.

BUFFER
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La IC para COVID-19 se basa en la deteccion de dos
anticuerpos: Inmunoglobulina M (IgM), y la inmunoglobulina
G (IgG). Estos anticuerpos, ante un caso de infeccion, se
expresan diferenciadamente, siendo la IgM la primera en
sintetizarse dentro de los primeros 14 dias). La expresion
maxima de IgM se da aproximadamente 7 dias después del dia
0. Posteriormente, debido a una respuesta humoral, se
expresara IgG, incrementando sus niveles conforme la IgM
disminuye. Durante esta etapa hay un combate activo contra el
virus, llegando a su maximo en el dia 22"

Se postula el uso de otros anticuerpos que pueden
resultar mas precisos en la deteccion de COVID-19 como la
IgA, debido a su alta expresion en la mucosa nasofaringea,
Iugar en donde el SARS-CoV-2 entabla su primer contacto con
la persona"*"”. De igual modo el empleo diferenciado de las
distintas inmunoglobulinas puede resultar 1til de acuerdo con
la severidad del paciente, siendo la IgA optima para los casos
severos.

Distintas casas comerciales han adaptado dispositivos
capaces de detectar a estos anticuerpos (IgM e I[gG). Paraello se
emplea un cassette compuesto por una membrana de
nitrocelulosa embebida por anticuerpos monoclonales capaces
de reconocer a los anticuerpos (Figura 2). Las muestras para
usar pueden ser sangre, suero o plasma, que se depositan en la
plataforma de muestra; seguida de una diluciéon usando un
buffer el cual servira como medio de transporte hacia la
membrana de nitrocelulosa, en donde se llevara a cabo el

Linea IgM
Linea Control

o4

| MUESTRA | CONJUGADO |

NITROCELULOSA

QO Anti-SARS-CoV2 IgM

Y Anti-SARS-CoV2 IgG

Antigeno de
SARS-CoV-2 +
Oro Coloidal

IgG de Conejo + I Anti-lgG Humana I Anti-IgG de Conejo
Oro Coloidal

Anti-lgM Humana

Figura 2. Composicion de los cassettes para el diagndstico de COVID-19 por metodologia seroldgica.
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CoViID-19
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ID:

CcoVID-19
IgG/igM

Figura 3. Pruebas serologicas por técnica IC para diagndéstico
COVID-19. Prueba izquierda: muestra de un paciente positivo,
prueba derecha: muestra de un paciente negativo.

reconocimiento por los Anti-IgM y Anti-IgG. En caso de
presentarse los anticuerpos, se marcara colorimétricamente en
el cassette la banda correspondiente (Figura 3). En base a estos
resultados cualitativos, se puede inferir el estadio de la
enfermedad, y si el paciente se encuentra en una etapa
infecciosa o no.

Si bien este método se ha utilizado ampliamente gracias
a su facilidad de empleo y rapidez de resultado, no permite
obtener informacién referente a cuando la persona se ha
infectado, siendo su particularmente problematico en personas
con infeccion previa. Aunque, segin lo demostrado por Lanata
y col., la presencia de IgG protegeria frente a una nueva
infeccion de SARS-CoV-2 y su variante Lambda®”.

I1.1.4. Deteccion de Antigenos

Son pruebas rapidas y faciles de usar que se pueden usar
in situ. Sin necesidad de una infraestructura de laboratorio o
equipos costosos. Estas pruebas se basan en la captura de
antigenos especificos del virus mediante sus anticuerpos
especificos””. Los antigenos del SARS-CoV-2 son los
antigenos N, S y el dominio RBD, siendo el antigeno N el mas
abundante en el virus, que se explica por su relativa y abundante
produccion durante la fase aguda de la infeccion. Previos

100- PCR/LAMP
IgM
E\i Antigeno
8 so0- 'gG
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et
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o
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Retraso desde el inicio de sintomas (dias)

Figura 4. Variacion de la proporcion de pruebas positivas a lo largo
del transcurso de la infeccion y enfermedad, segun prueba
diagndstica.

estudios han mostrado que la proteina N es la proteina viral
predominante en grandes cantidades, en el suero, aspirado
nasofaringeo, muestras de lavado de garganta, heces y orina
“ La técnica

empleada para el test de antigeno se fundamenta en la deteccion

durante el periodo inicial de la infeccion

directa de proteina por inmunocromatografia de flujo lateral ",
Si el antigeno estd presente en concentraciones suficientes, se
unira a anticuerpos especificos de SARS-CoV-2 fijados en una
membrana en la zona de prueba, generando una sefial visible
detectable sin ayuda de instrumento lector®. Se han
comercializado diversos kits para la deteccion de antigenos del
SARS-CoV-2, lamayoria de ellos como test rapidos (resultados
en 15-20 minutos).

Es importante destacar que estas pruebas solo
proporcionan una respuesta cualitativa a la presencia de una
infeccion temprana y no permiten conocer cual es el contenido
de la carga viral en una muestra. La mayoria de los test se han
desarrollado para muestras nasales y orofaringeas, pero
recientemente han aparecido otros que pueden emplear saliva.
Su sensibilidad se incrementa si se realiza en los 5 primeros dias
desde el inicio de los sintomas o dentro de 7 dias tras una
exposicion confirmada con un caso COVID-19, ya que deben
ser muestras con alta carga viral para que el test de antigeno sea
capaz de detectarla®*”.
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3. Especificidad y sensibilidad de las pruebas
RT-LAMP, RT-PCR, inmunocromatografica
y antigénica

La sensibilidad de una prueba diagnostica es la
capacidad que presenta para detectar de forma correcta los
casos positivos en la poblacion estudiada, mientras que la
especificidad es la capacidad de detectar de forma correcta los
casos negativos. Mundialmente se considera la técnica de qRT-
PCR como la prueba de oro para el diagnostico del COVID-19,
debido a su gran especificidad y sensibilidad.

En cuanto al RT-LAMP, una revision bibliografica
encontrd que tanto la sensibilidad y la especificidad del RT-
LAMP varia seglin la secuencia a amplificar, siendo en ambos
casos el 100% cuando se apunta al ORF1a/b tanto en ensayo
colorimétrico como de turbidimetria, con un limite de deteccion
de 20 copias por reaccion. Por el contrario, la sensibilidad y la
especificidad varian entre 94% - 100% y 90% - 98.70%,
respectivamente, al utilizar la secuencia de la nucleocapside, de
la proteina Spike y de la RdRp (RNA polimerasa dependiente de
RNA), con un limite de deteccion de mas de 100 copias por
reaccion””.

En el caso de las pruebas serologicas, debido a su facil
procesamiento han sido usadas ampliamente. En una revision
sistematica, se ha reportado que pueden presentar desde el
26.7% al 100% de sensibilidad y de 73.3% hasta el 100% de
especificidad, dependiendo del momento de toma de la muestra
yde los laboratorios que la procesan®.

Como se observa en la figura 4, adaptada de®, si bien

cada prueba diagnostica posee sus propios valores de
sensibilidad y especificidad, su precision y confiabilidad
depende de sobremanera con el tiempo de la enfermedad. Por
ejemplo, en el periodo preclinico (asintomatico), tanto la
prueba de deteccion de antigenos como las pruebas moleculares
muestran una mayor proporcion de pruebas positivas, llegando
a su punto maximo en el dia de inicio de sintomas (dia 0), siendo
comparables””, cuando la estabilidad gendmica y proteica del
virus es maxima®”. No obstante, la confiabilidad de la prueba de
deteccion de antigenos decae rapidamente, mientras que las
moleculares mantienen su confiabilidad incluso hasta 15
después de iniciados los sintomas®”. Por el contrario, los
anticuerpos IgM e IgG, dado que se trata de una respuesta
inmune del cuerpo ante la infeccién (respuesta humoral)®”,
tienen una lenta produccion, y, por tanto, la proporciéon de
resultados positivos durante los primeros 10 dias desde
iniciados los sintomas son menor al 40%, implicando un gran
nimero de falsos negativos. Es por ello que las pruebas
serologicas son utiles para detectar infecciones pasadas de
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SARS-CoV-2, o durante el periodo de convalecencia®, por lo
que son recomendadas mas como una prueba complementaria o
para tamizaje, dada su facil uso®.

La aparicion de las distintas variantes del SARS-CoV-2
ha traidos complicaciones para su diagndstico en cada una de
las distintas plataformas diagnoésticas, especialmente en
aquellas disefiadas para detectar un unico blanco®’. Esta
pérdida de confiabilidad es de principal interés en los métodos
que detectan estructuras del virus como es el caso de las pruebas
de deteccion de antigenos. Si bien este tipo de pruebas se basan
en su mayoria en el reconocimiento de proteinas de la
nucleocapside (proteina N), se ha observado una pérdida en la
sensibilidad de la prueba”, siendo mayor este efecto en
pacientes contagiados con la variante Omicron™, tanto en
muestras provenientes de hisopado nasofaringeo como en
muestras serologicas””. Esto es un riesgo para la salud publica,
dado que gracias a la facilidad de uso de esta plataforma, es
actualmente la principal herramienta para el seguimiento
epidemiolodgico de la pandemia.

La confiabilidad de los métodos de diagnodstico
molecular como el LAMP y qRT-PCR también se ven
comprometidos por las mutaciones del SARS-CoV-2,
especialmente si estas se basan en la deteccion de una tnica
region, como fragmentos correspondientes a la proteina N, por
lo que se recomienda identificar mas de una secuencia®. Sin
embargo, variantes, como la actual Omicron, la cual contiene
mas mutaciones hasta el momento a comparacion de sus
antecesoras y en distintas secuencias (proteina N, S y E),
pueden afectar el anillamiento entre el primer y la secuencia
blanco, incrementando el riesgo de obtener resultados falsos

. 35
negativos””.

II1. Conclusiones

Las cuatro metodologias descritas muestran ventajas
para el diagndstico de COVID-19; no obstante, es imperante
determinar cuando emplear una sobre la otra debido a que la
sensibilidad y la especificidad de cada una varia segliin el
transcurso de la enfermedad; siendo las pruebas moleculares las
que mantienen su precision durante el mayor tiempo, aunque
con el mayor costo de implementacion y tiempo de espera
previo al resultado. Por tanto, la correcta aplicacion de cada una
de las pruebas proporciona un seguimiento epidemioldgico
eficaz de la COVID-19; sin embargo, es necesario considerar el
impacto de las variantes sobre la confiabilidad de cada una de
estas pruebas, haciendo necesario el adoptar nuevas estrategias
de monitoreo y seguimiento epidemiologico, como por ejemplo
fortaleciendo la vigilancia genomica.
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