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RESUMEN

Introduccidn: el coronavirus SARS-CoV-2, causante de la enfermedad COVID-19
se ha convertido en un problema de salud publica mundial que requiere la implemen-
tacion de pruebas de diagndstico rapidas y sensibles. Objetivo: evaluar y comparar
el limite de deteccién del método LAMP con respecto al método estandar y aplicar
el método RT-LAMP para el diagnédstico de SARS-CoV-2 en muestras clinicas de
pacientes colombianos. Métodos: se realizé un estudio descriptivo y transversal,
analizando un total de 25 muestras de hisopado nasofaringeo incluyendo muestras
negativas y positivas para SARS-CoV-2, a través del método RT-LAMP comparado
con el método estaindar RT-qPCR. Resultados: el método LAMP detect ~18
copias del gen N, en 30 min, demostrando un limite de deteccién similar al obtenido
con el método estandar, en un menor tiempo y una concordancia en RT-LAMP del
100 % con los resultados. Conclusiones: RT-LAMP es un método sensible, especifico

y rdpido que puede ser empleado para el diagnéstico de la enfermedad COVID-19.

Palabras clave: Diagnéstico molecular, RT-LAMP, COVID-19, SARS-CoV-2.
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SUMMARY

LAMP method as a diagnostic alternative for the detection
of the SARS-CoV-2 virus

Introduction: The SARS-CoV-2 coronavirus, that causes the COVID-19 disease,
has become a global public health problem that requires the implementation of
rapid and sensitive diagnostic tests. Aim: To evaluate and compare the sensitivity of
LAMRP assay to a standard method and use RT-LAMP for the diagnosis of SARS-
CoV-2 in clinical samples from Colombian patients. Methods: A descriptive and
cross-sectional study was conducted. A total of 25 nasopharyngeal swab samples
including negative and positive samples for SARS-CoV-2 were analyzed, through
the RT-LAMP method compared to the RT-qPCR assay. Results: LAMP method
detected ~18 copies of the N gene, in 30 min, evidenced a detection limit similar to
the standard method, in a shorter time and a concordance in RT-LAMP of 100%
with the results. Conclusions: RT-LAMP is a sensitive, specific, and rapid method
that can be used as a diagnostic aid of COVID-19 disease.

Keywords: Molecular diagnostic, RT-LAMP, COVID-19, SARS-CoV-2.

REsumMmoO

Método LAMP como alternativa de diagndstico para
a detecgao do virus SARS-CoV-2

Introdugio: o coronavirus SARS-CoV-2, causador da doenca de COVID-19,
tornou-se um problema de saade publica global que requer a implementagio de testes
diagndsticos rapidos e sensiveis. Objetivo: avaliar e comparar o limite de detec¢io
do método LAMP em relagiao ao método padrio e aplicar o método RT-LAMP
para o diagndstico de SARS-CoV-2 em amostras clinicas de pacientes colombianos.
Métodos: foi realizado um estudo descritivo e transversal, analisando um total de
25 amostras de hissopado nasofaringeo, incluindo amostras negativas e positivas
para SARS-CoV-2, pelo método RT-LAMP em comparagao ao método RT-qPCR
padrio. Resultados: o método LAMP detectou ~18 cdpias do gene N, em 30 min.,
demonstrando um limite de detecgao semelhante ao obtido com o método padrio,
em um tempo menor ¢ uma concordincia no RT-LAMP de 100% com os resul-
tados. Conclusdes: RT-LAMP ¢ um método sensivel, especifico e rapido que pode

ser usado para o diagnéstico da doenga de COVID-19.

Palavras-chave: Diagnéstico molecular, RT-LAMP, COVID-19, SARS-CoV-2.
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INTRODUCCION

La COVID-19 es una enfermedad infecciosa viral, reportada a partir del brote en
Wuhan (China) en diciembre de 2019, es considerada como la pandemia mds impor-
tante del siglo XXI [1]. Hasta el 17 de diciembre de 2020 se reportaron 39 560 casos de
defuncién en Colombia [2] y 1 658 645 a nivel mundial [3]. El agente causal fue con-
firmado por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) como el virus 2019-nCoV,
mientras que el Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) le asigné el

nombre de SARS-CoV-2 (3, 4].

Los coronavirus son virus de dcido ribonucleico (ARN), pertenecientes a la familia
Coronaviridae, que pueden causar enfermedades tanto en animales como en humanos
[5]. Generalmente, atacan las vias respiratorias superiores desencadenando sintoma-
tologias desde el resfriado comtin hasta enfermedades mds graves como el sindrome
respiratorio de Oriente Medio (Mers) y el sindrome respiratorio agudo severo (SARS)
[6]. Los principales afectados son personas con alguna comorbilidad como hiperten-
sidn, diabetes, cardiopatias, asma, adultos mayores y personas inmunosuprimidas. Los
casos severos, generalmente, manifiestan una neumonia grave, que conduce a un estado
critico y posteriormente la muerte. Se estima que, aproximadamente el 80 % de los
infectados con SARS-CoV-2 presentan pocos sintomas (fiebre, fatiga, tos y dificultad
para respirar) o son asintomdticos; el 15 % desarrolla un cuadro severo de la enferme-
dad y el 5 % llega a estadios graves y criticos [4, 7].

En atencidn al estado de emergencia que supone el brote por SARS-CoV-2, muchos
paises han implementado medidas de contencién y mitigacién para retrasar los picos
de infeccidn y disminuir la demanda en los sistemas de salud. Asi, el diagndstico tem-
prano es vital para controlar la propagacion del virus dentro de la poblacién [8-10]. La
OMS y el Centro para el control y la prevencién de enfermedades de EE.UU. (CDC)
aprobaron la técnica RT-qPCR (por sus siglas en inglés Quantitative reverse transcrip-
tion PCR) como prueba estindar para la deteccion del virus SARS-CoV-2 [11,12].
Este andlisis detecta la presencia de 4cidos nucleicos virales con alta sensibilidad y
especificidad, en muestras de esputo, hisopados de garganta y secreciones del tracto
respiratorio inferior, sin embargo, entre sus limitantes se cuentan la necesidad de equi-
pos complejos, sondas fotosensibles y personal capacitado o especializado en biologia
molecular. Ademas, el tiempo transcurrido entre la toma de la muestra y la obtencién
del resultado puede ser entre 24y 72 h o incluso dias segtin el lugar donde se encuentre
ubicado el paciente 8].

Existen pruebas rdpidas como las de deteccién de antigeno y anticuerpos asociados con
lainfeccién por el virus, estas pruebas se consideran faciles de usar y menos costosas que
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las pruebas de RT-qPCR en tiempo real. Un resultado positivo en una prueba rapida
se considera muy exacto, sin embargo, la principal desventaja de los ensayos serologicos
es su baja sensibilidad, ya que suelen presentarse casos de falsos negativos, por ende, es
necesario una prueba confirmatoria por RT-qPCR, repercutiendo en un incremento
de los costos asociados, asi, su utilidad puede ser limitada para el diagnéstico, ya que
requiere que el paciente desarrolle un nivel detectable de anticuerpos y esto puede tar-
dar varios dias e incluso semanas [4, 8].

Las estrategias para la detecciéon temprana de SARS-CoV-2 suelen ser la principal
limitante para controlar el contagio, esto ocurre con frecuencia en paises en desarrollo
como Colombia, Perti y Ecuador. La identificacién eficaz de los casos de infeccion es
un reto que evidencia la necesidad de implementar métodos de diagnésticos rdpidos y
precisos en deteccion temprana, que puedan complementar las estrategias propuestas
por las autoridades sanitarias para hacer frente a la rdpida propagacién del virus [13].

Para dar respuesta a esa problemdtica, paises latinoamericanos como Uruguay y Argen-
tina han avanzado en la implementacién del método LAMP (por sus siglas en inglés
loop mediated isothermal amplification) como una nueva alternativa diagndstica para la
enfermedad, ya que es econdmica, accesible y puede ser facilmente utilizada en todo el
pais empleando infraestructura de baja complejidad [13].

El método LAMP, desarrollado por Notomi e 4/. [14], es un método de amplifica-
cién isotérmica de 4cidos nucleicos (ADN o ARN) que ha sido aplicado a la detec-
cién de patdgenos tales como virus y bacterias [15], presenta sensibilidad diagndstica y
especificidad similar al método estdndar (RT-gPCR), debido a que emplea cebadores
especificamente disefiados y una ADN polimerasa (Bsz) aislada de Bacillus stearother-
mophilus, con actividad de desplazamiento de cadena [10, 16, 17].

A partir de la secuencia a amplificar, previamente, las 6 regiones de reconocimiento
de los cebadores deben ser disefiadas, la etapa de amplificacién lineal comienza con la
hibridacién del cebador doble FIB o BIP (por sus siglas en inglés Forward Inner Pri-
mer y Backward Inner Primer) en el extremo 5’ 0 3, respectivamente, los cuales estén
disefiados para facilitar el acoplamiento y copia de la region de interés con sus regiones
complementarias, formando estructuras tipo bucle que funcionan como moldes para
la etapa ciclica de amplificacién. Los cebadores externos (F3 y B3, por sus siglas en
inglés Forward outer Primer y Backward outer Primer) abarcan la regién completa de
amplificacién y permiten generar copias de la cadena original. Ademds, se emplean dos
cebadores denominados FLB y BLP (por sus siglas en inglés Forward LOOP Primer y
Backward LOOP Primer) que aceleran el proceso de amplificacién y ayudan a mante-
ner la estabilidad de las cadenas [14, 16, 18].
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La lectura de los resultados puede realizarse de dos formas. I) Cuantitativa: empleando
un turbidimetro para lectura en tiempo real. II) Cualitativa: detectando la turbidez,
ya sea mediante el uso de agentes fluorescente como SYBR Green [19], el uso de indi-
cadores de iones metélicos fluorescentes [16, 20] como el azul de hidroxinaftol y la
calceina o el uso de indicadores de cambio de pH, entre otros [19, 21], tales como el
rojo fenol que varia de color rosado a pH 8,8 con viraje a color amarillo cuando el pH
disminuye por debajo de 6,2 [17, 22], este tltimo es el método de deteccion predilecto,
pues evita el uso de equipos adicionales o especializados.

Durante la sintesis de nuevas cadenas de ADN, la Bsz polimerasa cataliza el crecimiento
de la cadena en direccidn 5'- 3, creando enlaces fosfodiéster entre los INTPs de la
cadena naciente, generando la liberacién de pirofosfatos de magnesio (Mg,P,0;), esta
acumulacién ocasiona un cambio en el pH de la reaccién, debido a la disminucién en la
concentracién de los iones de magnesio [16, 19, 21, 22].

Entre las ventajas del método LAMP se encuentran el procesamiento de las muestras
a una temperatura constante entre 60 y 65 °C, la amplificacién del ADN blanco en
menos de 30 min [16, 22-24], la exclusién de un termociclador como equipo robusto
y un resultado de prueba rdpido y confiable, ya que tiene una sensibilidad y especifici-
dad similar e incluso superior a la qPCR, por lo que puede ser una técnica que ofrece
una mayor capacidad diagnéstica para responder a las necesidades surgidas en una

pandemia [24].

Una de las variantes del método LAMP es el método RT-LAMP (por sus siglas en
inglés Reverse transcription loop-mediated isothermal amplification), en el cual se agrega
una enzima transcriptasa a la mezcla de reaccién. Esta enzima permite la conversion
del ARN viral en ADN complementario, el cual serd utilizado como molde para la
amplificacion. Este método tiene un gran potencial en la deteccién del virus, como lo
demostraron Huang ez al. [17], Buck ez al. [24] y Lamb ez al. [25], quienes reportaron
una prueba rapida de LAMP para la detecciéon de SARS-CoV-2 en un tiempo de reac-
cién de 30 min para la amplificacién del gen IV, evidenciando una alta especificidad de
los cebadores disefiados, ya que al evaluar virus como MERS, MHV y BtCoV (por sus
siglas en inglés Middle East respiratory syndrome, Mouse Hepatitis Virus and Bat coro-
navirus respectivamente) no se obtuvieron sefiales de amplificacién [24, 25].

En el presente estudio se evalué y compard el limite de deteccion del método LAMP con
respecto al método estandar RT-qPCR y el uso de la RT-LAMP como alternativa para
la deteccion del gen N del SARS-CoV-2. La deteccién de la cantidad minima de copias

del gen viral en la prueba LAMP fue evaluada en un pldsmido sintético denominado
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plasmido Covid+. Se evalud la aplicabilidad del método RT-LAMP en el diagnéstico
de muestras clinicas de SARS-CoV-2 en 25 muestras de pacientes colombianos, explo-
rando su uso potencial en el diagnéstico molecular en Colombia.

METODOLOGIA

Recoleccion y procesamiento de muestras clinicas

Se realiz6 un estudio descriptivo transversal. En el marco del proyecto “Generacion de
la capacidad técnica para fabricacién mediante procesos biotecnolégicos de reactivos y
versiones 7z house de kits diagndstico” desarrollado por el Laboratorio de Caracteriza-
cién Molecular del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional de Colom-
bia (IBUN), Sede Bogotd; se realizd, previo consentimiento informado, la toma de 25
hisopados nasofaringeos a adultos mayores de edad, con y sin sintomas de infeccién
respiratoria aguda, que autorizaron la inclusion de sus muestras para el desarrollo del
presente estudio. Las muestras fueron colectadas en medio de transporte viral universal
y fueron debidamente transportadas y almacenadas hasta su posterior procesamiento.

La extraccién de ARN viral se realiz6 utilizando el MGIEasy Magnetic Beads Virus
DNA/RNA Extraction Kit® segtin las indicaciones del fabricante. Alicuotas de 20uL
de ARN viral eluido fueron usadas en el protocolo estindar para el diagnéstico de

SARS-CoV-2, por RT-qPCR y almacenadas a -80 °C hasta la realizacién de los ensayos
posteriores [12].

El estudio se ajustd a las buenas précticas de laboratorio segun los estandares interna-
cionales y el uso de muestras clinicas fue aprobado por el comité de ética de la Facultad
de Ciencias de la misma universidad. Todas las muestras fueron manipuladas e inactiva-
das siguiendo las practicas, técnicas de laboratorio, equipos de seguridad e instalaciones
adecuadas para el manejo de muestras bioldgicas de nivel 3.

LAMP para SARS-CoV-2

Las reacciones de RT-LAMP para la amplificacién del gen N, que codifica para la pro-
teina de la nucleocdpside del SARS-CoV-2, se llevaron a cabo empleando un grupo de
cebadores especificos reportados por Buck ez al. [24] y Zhang ez al. [26] y el kit comer-
cial WarmStart Colorimetric LAMP 2X Master Mix (ADN & ARN M1800) (NEB)
(tabla 1), el cual contiene una polimerasa Bsz 2.0 con actividad de desplazamiento de
cadena y una solucién de reaccién especial optimizada, que incluye rojo fenol como

indicador de pH.
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Tabla 1. Secuencias de cebadores del gen N.

Método Cebador SecuenciaS’-3’
cp TCTGGCCCAGTTCCTAGGTAGTCCAGACGAATTC-
GTGGTGG
- AGACGGCATCATATGGGTTGCACGGGTGCCAAT-
GTGATCT
RT-LAMP 1 6 0p E GGACTGAGATCTTTCATTTTACCGT
LOOP B ACTGAGGGAGCCTTGAATACA
F3 TGGCTACTACCGAAGAGCT
B3 TGCAGCATTGTTAGCAGGAT
N_Sarbeco F1 CACATTGGCACCCGCAATC
RT-qPCR | N_Sarbeco_R1 GAGGAACGAGAAGAGGCTTG
N Sarbeco P1 | FAM-ACTTCCTCAAGGAACAACATTGCCA-BBQ

El volumen de la mezcla de reaccién fue de 12.5 pL (2X tampén de amplificacion isotér-
mica del kit WarmStart Colorimetric LAMP); 10X de mezcla de cebadores (FIP, 16 uM;
BIP, 16 uM; F3,2 uM; B3, 2 uM; LE, 4 uM; LB, 4 uM) previamente preparadosy 2,5 uL
de ARN molde (cuantificado con el kit Qubit™RNA HS Assay), concentracién de 7 ng/
uL; agua destilada estéril libre de DN Asas y RNAsas hasta completar volumen [24-26].

Las reacciones se prepararon sobre hielo y, posteriormente, se incubaron a 65 °C
durante 30 min. Los ensayos fueron realizados por triplicado, como control negativo
se empled agua destilada estéril libre de DNAsas y RN Asas y como controles positivos,
un pldsmido previamente caracterizado denominado PR y una muestra clinicade ARN
denominada (IB351), positiva para el virus SARS-CoV-2. La prueba fue evaluada por
deteccidn visual y considerada positiva al comparar la diferencia en el color con res-
pecto al control negativo. Con estas condiciones de ensayo, se realizaron pruebas preli-
minares para evaluar la presencia del gen NV en el pldsmido Covid+.

RT-qPCR para SARS-CoV-2

Las condiciones de amplificacidn para este método se modificaron a partir del proto-
colo descrito por Corman ez al. [12], para el diagndstico y deteccion de SARS-CoV-2
por RT-qPCR. Se utilizé el kit comercial KiCqStartI'M One-Step Probe RT-qPCR
ReadyMixTM Sigma Aldrich’, se emplearon los cebadores y la sonda reportados para la
amplificacion del gen IV del SARS-CoV-2 (tabla 1).

Elvolumen final de la mezcla de reaccién fue de 10 uL: 2,5 uL de ARN molde, 5 uL del
tampén de reaccién 2X, 0,75 pL de primer F1 (10 uM), 1 uL de primer R1 (10 uM)
y 0,25 pL de sonda (10 pM). El plasmido denominado Covid+ fue empleado como
control positivo de amplificacién y como control negativo se empled agua destilada
estéril libre de DNAsas y RN Asas. Los ensayos fueron realizados por triplicado.
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La transcripcién reversa se realizé a 55 °C durante 5 min., la amplificacién a 94 °C
durante 1 min para la activacién inicial de la PCR, seguido de 45 ciclos de 94 °C por
10 segundos y 58 °C por 10 s. Con un ciclo adicional de 40 °C durante 30 s (total 50
min.). El ensayo se desarrollé en el equipo de tiempo real LightCycler® 480 (Roche).

Evaluacidon del limite de deteccion

El limite de deteccién del método LAMP y la qPCR fueron determinados usando dilu-
ciones seriadas del pldsmido sintético COVID+ [15], una vez establecida la concentra-
ci6n del pldsmido en la alicuota de trabajo, se calcul6 el numero de copias y se evaluaron
diluciones seriadas en un rango desde 182 millones de copias hasta ~1 copia por reaccién
(tabla 2). Estas diluciones fueron dispuestas por triplicado en tubos cénicos de 500 uL. Se
realizé la lectura de los resultados segun las especificaciones del método evaluado.

Tabla 2. Concentracién de pldsmido por factor de dilucién.

Dilucién | Factor de dilucién | Concentracién (ng/pL) | Numero de copias de plasmido
1 1/10 7 182 424242
2 1/100 7 x 10 18 242 424
3 1/1000 7 x 107 1824242
4 1/10 000 7 x 107 182 424
5 1/100 000 7 x 104 18242
6 1/1 000 000 7 x 107 1824
7 1/10 000 000 7 x 10¢ 182
8 1/100 000 000 7 x 107 18
9 1/1 000 000 000 7 x 108 1,8

Ensayos RT-LAMP en muestras clinicas de ARN de pacientes para diagnéstico
de SARS-CoV-2

La correlacién del método RT-LAMP para el diagndstico de SARS-CoV-2 se cal-
culé comparando el resultado de la amplificacion del gen N en 25 muestras clinicas
de pacientes colombianos por el método RT-qPCR. Las muestras fueron previamente
diagnosticadas por RT-qPCR asi: 17 muestras positivas y 8 muestras negativas para el
gen E del virus SARS-CoV-2 y empleado el gen RNAseP como control interno. Este

tltimo fue positivo para todas las muestras (datos no mostrados).

El ensayo de RT-LAMP se realizé en una mezcla de reaccién de 12,5 uLL que contenia
2X tampén de amplificacion isotérmica del kit WarmStart Colorimetric LAMP; 10X
de mezcla de cebadores (FIP, 16 uM; BIP, 16 uM; F3, 2 uM; B3, 2 uM; LF, 4 uM;
LB, 4 uM) previamente preparados y 2,5 uL de ARN extraido de los hisopados de los
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pacientes, agua destilada estéril libre de DNAsas y RNAsas hasta completar volumen.
La mezcla se incub6 a 65 °C durante 30 min. en un bafio seco.

RESULTADOS Y DISCUSION

Presencia del gen N en el plasmido COVID+ con el método LAMP

Se confirmé la presencia del gen N en el plasmido sintético COVID+, desarrollando
una prueba piloto con los reactivos de LAMP como se describe en la metodologia. El
cambio de color en la mezcla de reaccién después de la incubacién evidencid la presen-

cia del gen NV en el plismido COVID+.

El resultado obtenido en la muestra ARN IB351 fue considerado positivo, lo que es
consistente con lo reportado por Keller ez 4/. (2020) [22], quienes evidenciaron varia-
ciones en las tonalidades del indicador de color asociadas al cambio de pH en la solu-
cién de reaccién en presencia de la hebra molde y la enzima. Asi, los controles tanto
positivo (PR y ARN IB351) como negativo (agua) se encuentran dentro de las especi-
ficaciones del ensayo (figura 1).

Figura 1. Prueba preliminar gen N-LAMP en pldsmido COVID+

Evaluacion del limite de deteccion

Losresultados de la evaluacion del limite de deteccién del gen N por el método LAMP,
con la curva realizada a partir de las diluciones seriadas del plasmido COVID+, fue-
ron determinados de manera visual, demostrando que 7x107 ng/uL de pldsmido,
equivalente a ~18 copias del gen I\, pueden ser amplificados en un nivel detectable
en 30 min (figura 2), esta es la concentracién més baja donde un positivo pudo ser
detectado por el cambio de color en la reaccién. Los controles negativos se encuentran
dentro de las especificaciones del ensayo.
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Figura 2. Evaluacién del gen N-LAMP en el plésmido COVID+. R1: réplica 1; R2: réplica 2; R3:

réplica 3.

Los resultados de la evaluacién del limite de detecciéon del gen N por el método de

gPCR fueron establecidos mediante los valores CP calculados en el ensayo de detec-
cién de este gen a partir de las diluciones del plismido COVID+ (tabla 3). Segiun

el método lineal de la curva estindar, la concentracién de las muestras detectadas se

encontraba en un rango entre 9,66 hasta 5,55x 07 ng/uL aproximadamente. Los datos

obtenidos sugieren reproducibilidad en cada uno de los puntos evaluados.

Tabla 3. Valores CP calculados en el ensayo gen N-qPCR de las diluciones del plasmido COVID+

Concentracién ng/uL

Réplica 1 CP

Réplica2 CP

Réplica 3 CP

Concentracion

plésmido
7 10,19 10,10 10,08 9,66
7 x 10! 13,85 14,25 14,12 5,99 x 10!
7 x 102 17,83 17,75 17,89 5,74 x 102
7 x 103 21,07 21,12 21,33 5,97 x 107
7 x 104 24,63 24,69 24,82 5,45 x 10*
7 x 107 27,1 27,49 27,39 8,31 x 107
7 x 10 30,83 30,94 30,97 8,25 x 10°¢
7 x 107 32,96 32,89 32,2 5,55 x 107
7 x 10 N/D N/D N/D N/A
Control negativo N/D N/D N/D N/A

N/D: no detectado. N/A: no aplica

Los resultados obtenidos de la comparacién del limite de detecciéon de ambos métodos

para la amplificacién del gen N, realizados a partir de las diluciones seriadas del plés-
mido COVID+ se muestran en la tabla 4.
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Tabla 4. Comparacién del limite de deteccién del método LAMP y qPCR.

Concentfacifﬁn ng/pL LAMP qPCR Nl’lmero,de t:opias de
plasmido plasmido
7 + + 182 424 242

7 x 10 + + 18 242 424
7 x 102 + + 1824242
7 x 103 + + 182 424
7 x 10 + + 18242
7 x 10° + + 1824
7 % 10°¢ + + 182
7 x 107 + + 18
7 x 108 - - 1,8

T2 RT-LAMP y RT-qPCR para el diagnéstico de SARS-CoV-2

Una vez realizada la RT-LAMP en las 25 muestras de hisopado nasofaringeo, el indi-
cador de pH (rojo fenol) permitié evidenciar a simple vista, que 17 de las muestras
evaluadas mostraron cambio de color rosa a amarillo, resultado que indicé la amplifi-
cacién del gen IV con el método RT-LAMP, mientras el control negativo y las muestras
restantes mantuvieron el color rosa (figura 3). Estos resultados fueron comparados con
el método estindar RT-qPCR (tabla 5), se obtuvo una concordancia del 100 % entre
los dos métodos para el gen N, lo cual demuestra que la sensibilidad diagnéstica de
RT-LAMP fue del 100% con una tasa de falsos negativos y falsos positivos de 0 % de
acuerdo con el diagnéstico previamente realizado por RT-gPCR para el gen E (datos
no mostrados).

La mayorfa de las pruebas de diagndstico a nivel mundial se realizan con el método de
RT-qPCR, se amplifica el ARN viral obtenido a partir de muestras nasofaringeas. Sin
embargo, frente a la continua demanda global y la competencia por reactivos y recursos,
con el objeto de minimizar la dependencia de cualquier metodologia, en este estudio
hemos descrito el procedimiento para utilizar RT-LAMP como un método rentable,
sensible, alternativo, de alto rendimiento y con resultados similares a los obtenidos por

RT-qPCR para detectar SARS-CoV-2 en muestras clinicas.

Fueron empleados los cebadores disenados para la amplificacion del gen N de la nucleo-
cépside del SARS-CoV-2, reportados por Zhang e# al. [26] y previamente evaluados
por Buck ez al. [24] quienes reportaron correlacion total entre los resultados obtenidos
en RT-qPCR y RT-LAMP; confirmaron la especificidad y posible reactividad cruzada
con ARN humano del juego de cebadores, ademds de evaluar la especificidad, en mues-
tras clinicas negativas para SARS-CoV-2 previamente inoculadas con 14 tipos de virus
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como Mers-CoV, influenza A y B, algunas cepas de coronavirus estacionales, metap-
neumovirus (MPV), virus sincitial respiratorio (RSV) y virus parainfluenza tipo 3 y 4
(PIV3, PIV4). En ninguno de los ensayos de RT-LAMP con el gen IV se obtuvo senal

de amplificacidn, confirmando la especificidad de los cebadores para SARS-CoV-2.

Figura 3. Deteccién del gen N de SARS-CoV-2 por RT-LAMP en muestras clinicas de pacientes

colombianos.

Tabla 5, Aplicacién del método RT-LAMP para la deteccién del SARS-CoV-2 en muestras clinicas.

T;l;o Muestras qI(’:CI‘;R +/- LiﬁP T;I;o Muestras qI(’:(I‘;R +/- Li'lI\;P
1 1B202 2575 | + A 14 IC915 N/D - R
2 IB276 N/D - R 15 IC581 N/D - R
3 1B266 N/D - R 16 I1C432 3324 | + A
4 IC185 N/D - R 17 ID450 N/D - R
5 1B344 33,40 | + A 18 ID548 25,52 | + A
6 IB350 31,83 | + A 19 ID684 3299 | + A
7 1B478 22,00 | + A 20 1D792 N/D - R
8 1B690 22,85 | + A 21 ID888 19,90 | + A
9 1B858 2479 | + A 22 ID913 3344 | + A
10 1B999 3195 | + A 23 IE078 N/D - R
11 1B896 32,63 | + A 24 IE171 33,12 | + A
12 IC163 3348 | + A 25 1IE278 33,18 | + A
13 IC173 3297 | + A Control C- N/D - R

A: amarillo. R: rosa. N/D: no detectado
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El limite de deteccion del método LAMP fue de ~18 copias del gen N por 12,5 uL de
reaccion, igual al reportado para la RT-qPCR, sugiriendo que este método es igual de
sensible al método estandar para la detecciéon de SARS-CoV-2. Estos resultados son
equiparables a los descritos por Ganguli ez 4/. [27], quienes obtuvieron un limite de
deteccién de RT-LAMP equivalente a los obtenidos con RT-gPCR (50 copias por pL
de reaccién). Renfei ez al. [28] senalaron que la RT-LAMP detecté una cantidad de 30
copias en 25 pL de reacciodn, ligeramente més bajo que la RT-qPCR para el gen RdRp
(gen de la ARN polimerasa dependiente de ARN del virus SARS-CoV-2).

El desempefio del método RT-LAMP, usando muestras clinicas de ARN positivas para
SARS-CoV-2, determiné una concordancia del 100 % con respecto a la RT-qPCR
(CP: 19,9-34,95), con la misma sensibilidad diagnéstica que el método estdndar para
el gen N'de SARS-CoV-2 (p<0,01, test de chi cuadrado). Estos resultados son compa-
rables a los obtenidos por Ganguli ez a/. [27], quienes obtuvieron una sensibilidad del
100 % del método RT-LAMP para el gen N en 10 muestras clinicas provenientes de
pacientes positivos para el virus. De igual forma Referi e a/. [28] reportaron una con-
sistencia del 100 % en los datos entre RT-LAMP y RT-qPCR para el gen RdRp en 24

muestras clinicas de pacientes diagnosticados con la enfermedad.

El tiempo empleado en este estudio para el procesamiento de las muestras clinicas para
la deteccién del gen N del SARS-CoV-2 por el método RT-LAMP fue de 30 min., lo
cual corresponde a lo reportado en la literatura [21, 22, 24], constituyendo la princi-
pal ventaja frente al tiempo de procesamiento por la técnica estindar RT-gPCR que
implica en promedio 120 min.

A partir de los resultados obtenidos y para el nimero de muestras clinicas evaluadas,
puede sugerirse que el ensayo colorimétrico de RT-LAMP permite realizar una detec-
cién rédpida y confiable del gen NV del SARS-CoV-2 a partir de hisopados nasofaringeos
de pacientes colombianos, con un limite de deteccién de aproximadamente 18 copias
del gen viral V, similar al establecido con la prueba estindar RT-qPCR, aplicada ruti-
nariamente en el Instituto Nacional de Salud de Colombia y que en este estudio se usé
como prueba de referencia. Este resultado es comparable con el reportado por Huang
etal [17], quienes evaluaron por este método, 8 muestras positivas y 8 muestras negati-
vas registrando como limite deteccién para RT-LAMP aproximadamente 80 copias del
gen. Los hallazgos encontrados por Tanner ez al. [21] demostraron que la sensibilidad
de la técnica en <10 copias y la rapidez en <30 min. para la deteccidn, resultados que
son consistentes con los obtenidos en este estudio.

Implementar esta técnica como prueba de diagnéstico diario, permitiria una dismi-
nucién en los costos operativos, la rapida lectura de los resultados y el incremento del

645



Maria Méndez, Zully Rodriguez, Diana Portela, Maria Bustamante, Fabio Aristizdbal Gutiérrez

numero de pruebas aplicadas a la poblacién ya que, ademas de las ventajas mencio-
nadas, al no requerir equipos de alto costo es aplicable en lugares con infraestructura
limitada. Es probable que esta metodologia dé paso a la aplicacién de pruebas en pun-
tos de atencion fuera del 4mbito del laboratorio de diagnéstico clinico, ampliando la
expectativa de ser validado por las autoridades sanitarias competentes, tal como esta
ocurriendo en paises de Latinoamérica.
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