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Sr. Editor 

El artículo de Kitajima y colaboradores compara los métodos de amplificación isotérmica 

por asa (RT-LAMP) con la prueba de oro, reacción en cadena de la polimerasa en tiempo 

real, para el diagnóstico de COVID 19, mostrando que el desempeño de RT-LAMP es 

equivalente a qRT-PCR en utilidad y potencialidad aplicable con muestras que tienen 

ciclos umbrales menores (CT) de 36 (1).  En Perú, lo esperable para un manejo certero de 

la enfermedad COVID 19, era obtener un resultado temprano y con alta sensibilidad, para 

ello se necesitaba tener disponibilidad de pruebas con metodología de diagnóstico 

molecular, experticia en personal calificado, técnica preanalítica y de toma de muestra 

adecuada en manos capacitadas, sin embargo, en Perú se trabajó con pruebas 

inmunocromatográficas y de antígeno que daban un resultado en un promedio de 15 

minutos, sin embargo, tenían sensibilidades bajas y alta frecuencia de falsos negativos; 

por ello la necesidad de aplicar pruebas basadas en el método RT-LAMP que no necesita 

la complejidad de tener laboratorios de ese nivel de seguridad y que brinda el mismo 

desempeño que la prueba molecular de oro usada para el diagnóstico de COVID 19.  

La técnica de RT-PCR requiere de un laboratorio especializado con un nivel de seguridad 

de 2 a más, por lo que el transporte de muestras es inevitable; como consecuencia de ello, 

el tiempo estimado para recibir un resultado es de 2 a 3 días. En este caso, la emergencia   

de salud pública de la COVID 19, se tornó adversa pues no se pudo realizar una 

contención oportuna de la enfermedad por el retraso del resultado (2). 

Como los test inmunodiagnósticos, la RT-PCR tiene dificultades en distinguir entre un 

verdadero positivo y un verdadero negativo en los casos de pacientes con COVID 19. 

Esta proporción de fallos en pacientes confirmados con COVID 19 y sus implicaciones 

clínicas, llevo a tener precaución en la interpretación de la PCR, en la necesidad de repetir 

el test o tener otras alternativas de diagnóstico. Estos resultados permitieron que 

aplicáramos una combinación del resultado del test con la clínica del paciente antes de 

dar un diagnóstico confirmatorio de COVID 19 (3). 

Los falsos positivos en un RT-PCR pueden ocurrir por diversas razones, como tener una 

carga viral baja o tener una muestra mal tomada; la carga viral demuestra la cantidad de 

ARN presente en la muestra. Mientras más cantidad de carga viral, más cantidad de ARN 

en la muestra y más posibilidades de que la prueba salga positiva. Segundo, la carga viral 

de ARN puede estar sujeta a una desnaturalización o degradación de este en la muestra, 
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debido a una carga inapropiada o almacenamiento inadecuado de la muestra, lo que 

disminuye el monto final de ARN en la prueba a ser detectado. En tercer lugar, una carga 

viral suficiente se limita a un tiempo o período específico, en el que el virus se replica 

rápidamente y se elimina de las células. Cuarto, la carga viral varia en términos del sitio 

anatómico, de donde es extraída la muestra, pues en algunos pacientes ciertos 

especímenes obtenidos de una zona anatómica, son menores o mayores que en otros. Ante 

ello, la variabilidad de los falsos negativos, dependen de la carga viral, que fluctúa a lo 

largo del curso de la enfermedad, y en los especímenes obtenidos de pacientes con 

diferente clínica de la enfermedad (3). 

Por ello, la implicancia de incidir en un control adecuado de la toma de muestra, así como 

cuidado en la preanalítica y transporte de estas muestras, pues la carga viral del SARS-

CoV-2 en la parte superior del tracto respiratorio es relativamente baja (4) . 

Incluso, debemos comparar las fuentes de hisopado para brindar un diagnóstico, pues 

debido a la menor carga viral en la parte superior del tracto respiratorio, la tasa de 

detección de SARS-CoV-2 es menor en los hisopados faríngeos que en el esputo según 

tres ensayos realizados y comparados en el estudio de Yan X (4). 

Avetyan D, en su estudio de extracción libre usando RT-PCR para detección de SARS 

COV2, planteo que el éxito de una qRT-PCR está en la calidad de extracción del ARN. 

Sin embargo, en muchos lugares el asilamiento automático no está disponible, mientras 

que los asilamientos manuales demoran de 2 a 4 horas, aumentando la posibilidad de 

errores. La habilidad de omitir la purificación del ARN, implica utilizar kits, pero la 

sensibilidad de detección disminuye frente a la alternativa de extraer ARN puro. Por lo 

que, en este estudio, se saltan la extracción del ARN y se inactivaron las muestras a 95°C 

por 5 minutos antes de pasar a la PCR;  comparado con el método convencional se 

demostró que la precisión de detección con una muestra directa depende en gran medida 

de la carga viral de esta y la confiabilidad disminuye drásticamente en las muestras con 

carga viral cerca de los límites de detección (5), por ello la importancia de que durante la 

pandemia cada laboratorio a nivel público y privado cuenten con equipos automatizados 

para reducir la posibilidad de errores al realizar extracciones de ARN manual.  

Muller en su estudio demostro que la especificidad de la qRT-PCR también se ve 

influenciada si se usan hisopos nasofaríngeos que mostraron una sensibilidad del 87% 
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(IC:79-92%), mientras que usar hisopos nasales 3D con escobillón turbidinado mostró 

una sensibilidad del 98%(IC:79-92%), y una especificidad del 100% (IC:90-100%) (6).   

La RT-PCR, tiene que ser procesada con muestras de hisopado, sin embargo, hay 

personas que toman el espécimen solo de la nasofaringe, y otros que lo hacen tanto de la 

orofaringe como de la nasofaringe, en un estudio se detalló que ambas metodologías 

tienen la misma equivalencia, y que usar solo uno es suficiente para detección del virus 

SARS COV2 (7).  

La amplificación isotérmica mediada por asa (LAMP) es un método que constituye una 

alternativa, pues utiliza cuatro cebadores especialmente diseñados y una ADN polimerasa 

con actividad de desplazamiento de cadena para sintetizar ADN diana hasta 109 copias en 

menos de una hora a una temperatura constante de 65 ◦C (1). Además, los productos finales 

de LAMP son repeticiones invertidas de ADN en tallo-bucle del gen diana, que llevan 

estructuras con apariencia de coliflor.  

Una ventaja de la técnica LAMP es que se realiza en un medio isotérmico, en 

comparación con una PCR convencional que si necesita de los cambios de temperatura 

para su desarrollo. La amplificación y la detección de ácidos nucleicos pueden 

completarse al mismo tiempo, en un solo paso, incubando la muestra de ácido nucleico, 

con 4 (o 6) cebadores diseñados específicamente y una ADN polimerasa en el mismo 

tubo de ensayo con una temperatura alrededor de 60 a 65 °C, dependiendo de la óptima 

sugerida por el método LAMP (8). LAMP utiliza el desplazamiento de polimerasas en 

lugar de desnaturalización por calor para generar una plantilla monocatenaria; por lo 

tanto, tiene la ventaja de funcionar a una temperatura constante o isotérmica (4).  

Los ensayos mejorados y actuales LAMP emplean un total de seis cebadores, 

reconociendo ocho sitios distintos de la secuencia diana. Una ADN polimerasa se usa 

para iniciar la síntesis, mientras que dos cebadores forman estructuras de bucle para 

facilitar y acelerar las rondas posteriores de amplificación. Específicamente, LAMP 

emplea dos cebadores internos (FIP y BIP, que a su vez constan de dos partes cada una) 

y dos cebadores externos (F3 y B3 que puede reconocer un total de seis regiones distintas 

dentro del ADN diana) (9). 

Comparado con la RT-PCR, LAMP no utiliza muestras de hisopado, que requiere de la 

exposición del personal para la toma de muestra, por ello existe métodos como HP-LAMP 

(amplificación isotérmica mediada por bucle de alta performance), que es una prueba 
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rápida en saliva que tiene como límite de detección 1,4 copias de SARS COV 2 por 

microlitro de saliva, la especificidad y sensibilidad de la muestra es mayor del 96%, 

proceso que ocurre en 4 pasos (10). 

La RT-LAMP es una alternativa fácil de usar, con una tecnología que se centra en 

muestras de secreciones respiratorias y lavados faríngeos en lugar de hisopos porque 

varios medios de transporte pueden inhibir o reducir la actividad de la transcriptasa 

reversa. Incluso otra razón de aplicar la RT-LAMP en el contexto de la pandemia fue que 

el suministro de hisopos con medios de transporte de fluido, estaban sufriendo una 

escasez crítica en una fase de aumento significativa de las pruebas.  

Una limitación del RT LAMP es que requiere de la apertura de tubos RT LAMP y 

reactivos secundarios, lo que genera un potencial riesgo de contaminación con productos 

de amplificación de otros ensayos. 

Al combinar la técnica de RT-PCR y RT-LAMP aumentan la sensibilidad del diagnóstico 

al 92 – 100 % (1). 

Tabla 1: Comparación entre RT-PCR y LAMP adaptada de Nyugen T y cols (2) 

 

RT- PCR LAMP 

1. Ciclos térmicos de temperatura 

(múltiples calentamientos y ciclos 

de enfriamiento). 

2. Requiere de la concentración de 

muestras y preparación. 

3. Múltiples protocolos y manos 

expertas. 

4. Presencia de inhibidores ocultos en 

la reacción. 

5. Sensibilidad de diagnóstico del 

95%. 

6. Técnica establecida. 

1. Amplificación continua e 

isotérmica. 

2. Sirve para detección de virus, 

como norovirus humano o 

influenza, LAMP ofrece un solo 

paso de detección. 

3. Un protocolo más rápido y simple. 

4. Inhibidores tolerables y más 

estable. 

5. Sensibilidad de diagnóstico mayor 

al 95%. 

6. Aplicaciones de LAMP ya han 

sido probadas y exploradas. 
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