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Estimados sefnores:

Hemos leido con sumo interés la reciente publicacion de su prestigiosa
revista, donde encontramos el excelente articulo original de Hurtado, et
al. (1), quienes “validaron la técnica RT-LAMP colorimétrica en muestras
de hisopado nasofaringeo previamente confirmadas por RT-gPCR como
prueba de referencia’ En cuanto a ello, nos permitimos resaltar el aporte
de los autores, mediante experiencia en un pais sudamericano que mostré
la precision diagndstica de pruebas basadas en amplificacion isotérmica
mediada en lazo de transcriptasa inversa (RT-LAMP, por sus siglas en inglés),
para detectar ARN de coronavirus en muestras respiratorias de pacientes.

Conviene subrayar la importancia de esta investigacion, ya que propone
una técnica molecular estandar para detectar SARS-CoV-2 como alternativa
a la reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa en tiempo
real (RT-PCR), que es el método mas usado a nivel mundial en la actualidad
aunque tiene limitaciones, como el tiempo requerido para obtener resultados,
que puede ser de dos a tres dias, considerando ademas el transporte de
las muestras a un laboratorio con nivel 2 de bioseguridad o superior. En el
contexto de una emergencia de salud publica, como la de la COVID-19, esta
demora es extremadamente desventajosa; ademas, los métodos comerciales
basados en PCR son caros y dependen de la experiencia del operador (2).

De ahi, que se requiere un diagndstico rapido de la infeccién por el
virus SARS-CoV-2 y, por ello, se han desarrollado técnicas de amplificacion
isotérmica para detectar ARN virales como alternativa a la RT-PCR. En su
etapa de validacion analitica, esta prueba ha demostrado en diferentes
estudios, incluida la presente investigacion, que es facil de implementar en
un laboratorio clinico de rutina; es una tecnologia significativamente rapida,
de facil manejo y no requiere reactivos o instrumentos costosos; de ahi, que
sea accesible, barata y factible, lo que permite implementar medidas rapidas
y efectivas de vigilancia, prevencién y control epidemiolégico. Considerando
que es una prueba molecular, cuyo método se basa en la amplificacion
del acido nucleico empleando ADN polimerasa y un conjunto de cuatro
cebadores que reconocen un total de seis secuencias distintas del ADN viral
en condiciones isotérmicas, exhibe mayor sensibilidad y especificidad que las
pruebas de RT-PCR (3-5).

Aunque nos permitimos comentar que revisiones sistematicas y
metaanalisis realizados en los dos ultimos afos, ponen en duda la calidad
de la evidencia sobre la precisidn diagndstica de las pruebas RT-LAMP
desarrolladas en los estudios identificados, debido al alto riesgo de sesgo,
imprecision en los resultados y aplicabilidad incierta. Se requiere, por tanto,
examinar otros aspectos intervinientes, como la influencia de la prevalencia
de la enfermedad sobre el valor predictivo positivo y negativo, el rol del sitio
anatémico donde se recolectd la muestra en las variaciones de la sensibilidad
y la especificidad, la carga viral en los afectados, la alta tasa de falsos
negativos y la incrementada heterogeneidad de los estudios (6-7).
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Finalmente, es conveniente considerar estos aspectos, al momento de

elegir métodos de referencia precisos y confiables en el diagndstico del
SARS-CoV-2, lo cual es esencial al evaluar la precisién diagndstica de las
pruebas de deteccion de acidos nucleicos.
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Barranquilla, 7 de diciembre de 2022

Sefores
Comité Editorial
Revista Biomédica

Estimados sefiores:

Respuesta a la carta al editor enviada por los investigadores Bonilla-
Asalde, Diaz-Robles, Cieza-Macedo y Rivera-Lozada, de la Escuela de
Medicina Humana de la Universidad San Juan Bautista, Lima, Peru.

De antemano, agradecemos las apreciaciones y el valor cientifico que
se le ha dado al trabajo publicado por Hurtado-Gdémez, et al. (DOI: 10.7705/
biomedica.6523), y también, por los comentarios en cuanto a la utilidad
clinica de la técnica RT-LAMP, comentarios que nos permitiremos argumentar
a continuacioén y por qué sugerir la técnica LAMP como una técnica
alternativa para diagnéstico de SARS-CoV-2.

Si bien el valor predictivo positivo y el valor predictivo negativo de un test
no indican la probabilidad de que los resultados obtenidos por RT-LAMP
coincidan con la realidad o el estado de salud del paciente, de acuerdo con
los resultados obtenidos en nuestra investigacion en relacion con el momento
que atravesaba la enfermedad de COVID-19 en el pais, tenemos que el valor
predictivo positivo (VPP) para detectar SARS-CoV2 por medio de RT-LAMP
empleando el set de cebadores reportado por Broughton, fue de 0,83y, para
el set reportado por Lalli, fue de 0,81, como se muestra en el cuadro 4 (1).

Estos datos sugieren que el SARS-CoV-2 tenia una gran probabilidad de
ser encontrado por medio de RT-LAMP en las muestras analizadas, dado
que la prevalencia de COVID-19 en las fechas del estudio (junio de 2021 a
enero 2022) era bastante alta, coincidente con el periodo entre el primer y el
segundo pico de la pandemia en el pais. Muy probablemente, estos pacientes
con resultados positivos por RT-LAMP estaban realmente enfermos, como se
puede inferir también del resultado de la prueba tomada como comparativo:
la PCR en tiempo real. Sin embargo, el valor predictivo negativo tuvo valores
mas altos utilizando ambos sets de cebadores, valores que oscilaron entre
0,97 y 0,94, lo que indica que la RT-LAMP tenia una gran probabilidad de
predecir si un paciente con resultado negativo para SARS-CoV-2 realmente
estaba sano (cuadro 4) (1).

Cuadro 4. Validacion de RT-LAMP para diagnéstico del gen N de SARS-CoV-2. Sensibilidad, especificidad; valores

predictivos de muestras positivas y negativas; concordancia por conformidad mediante el indice kappa (k) con
intervalo de confianza del 95 %.

Set de cebadores Sensibilidad Especificidad Valor pr.e.dlctlvo Valor pre<.:||ct|vo Indice Pe
positivo negativo kappa

Set de Broughton 0,97 (0,85-1,00) 0,81 (0,65-0,92) 0,83 (0,68-0,93) 0,97 (0,83-1,00) 0,778 0,88 0,49

Set de Lalli 0,96 (0,78-1,00) 0,77 (0,55-0,92) 0,81 (0,62-0,94) 0,94 (0,73-1,00) 0,73 0,86 0,50

Sin extraccion de ARN_0,95 (0,74-1,00) 0,88 (0,64-0,99) 0,90 (0,68-0,99) 0,94 (0,70;-1,00) 0,83 0,91 0,50

indice k: valores de 0=0,2 minima concordancia, 0,2=0,4 escasa concordancia, 0,4>0,6 moderada, 0,6=0,8 buena concordancia,
0,8=1 muy buena concordancia

Otros trabajo han reportado previamente que a medida que aumenta la
prevalencia estimada asi mismo aumentan los valores predictivos positivos, pero

Los valores predictivos negativos disminuyen (2). Si bien nosotros no
tuvimos en cuenta la prevalencia de la COVID-19 al momento de realizar esta
investigacion, la pandemia por SARS-CoV-2 en Colombia estaba atravesando
coincidencialmente por picos altos de contagio.
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En cuanto a la variacion de la sensibilidad y la especificidad de RT-LAMP
en relacién con el rol anatdomico de la muestra, nuestro estudio incluyé
dos tipos de muestras: ARN que provenia de hisopados nasofaringeos y
muestras de hisopado nasofaringeo sin previa extraccion de ARN, en los
cuales RT-LAMP arrojo resultados de sensibilidad muy similares (entre el 94
y el 96 %), como se muestra en el cuadro 4. Por otro lado, Bruxvoort, et al.,
reportaron que la sensibilidad de la técnica RT-LAMP a partir de diferentes
tipos de muestra, tales como hisopado orofaringeo, hisopado nasofaringeo,
y muestras de saliva y narinas, arrojan valores muy similares de sensibilidad
independientemente del tipo de muestra obtenida (93,7 %, 87,7 % y 85,4 %,
respectivamente), lo que sugiere que, a pesar de existir variaciones naturales
en su capacidad analitica, la técnica RT-LAMP es muy sensible para detectar
muestras positivas para SARS-CoV-2 (3).

Con relacion a la carga viral de la muestra, en el presente estudio si se tuvo
en cuenta la sensibilidad de RT-LAMP en relacién con el numero de copias
virales presentes en la muestra. Ademas, se evalué el limite de deteccion de
la técnica. Se determind que, en muestras con valores de Ct entre 25y 35 0
numero de copias entre 21,13 copias/pl y 13 copias/yl, la sensibilidad para
la reaccion RT-LAMP fue del 100 %, mientras que muestras con menos 13
copias/pl hacian que la técnica RT-LAMP perdiera sensibilidad (1).

Otro factor interviniente en la calidad y la precision de la técnica RT-
LAMP como test diagnéstico, es la alta tasa de falsos negativos. Pu, et al.,
€n su revisidn sistematica reportaron que, si bien la RT-LAMP tiene una
especificidad alta del 99 %, la sensibilidad fue mas baja, 92 %, y la tasa de
falsos negativos tuvo un valor de 12 % (2), un porcentaje alto que le resta a la
sensibilidad de la técnica. Por el contrario, en nuestro estudio el valor o tasa
de falsos negativos fue baja, del 1 % (cuadro 3) (1).

Cuadro 3. Tabla de contingencia RT-LAMP Vs. RT-qPCR
correspondiente a los dos sets de cebadores dirigidos contra
el gen N del SARS-CoV-2, set de Broughton y set de Lalli, y
muestras sin extraccion de ARN previa

Tabla de contingencia

RT-gPCR
RT-LAMP 5 sitivos Negativos Total
Set de Broughton Positivos 34 7 41
Negativos 1 30 31
Total 35 37 72
Set de Lalli RT-qPCR
RT-LAMP “psitivos Negativos Total
Positivos 22 5 27
Negativos 1 17 18
Total 23 22 45
Sin extraccion de RT-LAMP RT-qPCR Total
ARN Positivos 18 2 20
Negativos 1 15 16
Total 19 17 36

A pesar de que los resultados falsos positivos son un problema inherente
a cualquier técnica de diagndstico molecular, en estudios previos se ha
reportado que la mayoria de los pacientes con resultados falsos negativos
para COVID-19 tienden a presentar manifestaciones clinicas leves, siendo
bajo el nimero de pacientes con resultados falsos negativos que desarrollan
una enfermedad critica con complicaciones (4). Tal como lo reportan
Takahashi, et al., las altas tasas de falsos negativos por RT-LAMP pueden
deberse a una baja carga viral y a un inadecuado procesamiento de las
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muestras, sumado a un disefio inadecuado de cebadores (5). En nuestro
estudio, no hubo una alta tasa de falsos negativos, por lo que sugerimos
la utilidad diagndstica de la técnica RT-LAMP para el monitoreo del SARS-
CoV-2, incluso con muestras crudas sin previa extraccion.
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