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Resumen

Objetivos: actualmente, la técnica estandar de deteccion de virus gRT-PCR, requiere personal capacitado,
equipos especializados y reactivos relativamente costosos. La técnica de amplificacion isotérmica mediada por
bucle, LAMP, ha resurgido como una alternativa prometedora previamente y durante la pandemia de COVID-19
y su estudio tiene potencial para el control de enfermedades infecciosas emergentes. Métodos: en este trabajo,
presentamos un estudio comparativo realizado por el SEDES de Tarija en octubre del 2020 donde se comparé
muestras de pacientes voluntarios utilizando RT-PCR y LAMP en muestras de hisopados nasofaringeos y de
saliva. Resultados: LAMP demostré una concordancia del 100% con PCR en muestras de ARN nasofaringeo, y un
93,5% de concordancia con muestras de saliva. Conclusiones: el diagnostico rapido y practico de enfermedades
infecciosas emergentes como el COVID-19 es crucial para establecer estrategias de control eficaces que
minimicen el impacto econdmico y que a su vez maximicen la proteccién sobre sus ciudadanos. Nuestros
resultados validan la sensibilidad de LAMP y el uso de muestras de saliva como alternativa menos invasiva. Este
trabajo confirma la validez de la técnica y su facil implementacion en areas rurales con recursos limitados para el
control de enfermedades virales emergentes.

Palabras claves: reaccion en cadena en tiempo real de la polimerasa, técnicas de laboratorio clinico, prueba de
COVID-19, enfermedades virales.

Abstract

Objectives: currently, the standard gRT-PCR virus detection technique requires trained personnel, specialized
equipment and relatively expensive reagents. The loop-mediated isothermal amplification technique, LAMP, has
reemerged as a promising alternative previously and during the COVID-19 pandemic and its study has potential
for the control of emerging infectious diseases. Methods: in this work, we present a comparative study carried
out by the SEDES of Tarija in October 2020 where samples from volunteer patients were compared using RT-
PCR and LAMP in nasopharyngeal swab and saliva samples. Results: LAMP demonstrated 100% concordance
with PCR in nasopharyngeal RNA samples, and 93.5% concordance with saliva samples. Conclusions: the rapid
and practical diagnosis of emerging infectious diseases such as COVID-19 is crucial to establish effective control
strategies that minimize the economic impact and in turn maximize protection for its citizens. Our results
validate the sensitivity of LAMP and the use of saliva samples as a less invasive alternative. This work confirms
the validity of the technique and its easy implementation in rural areas with limited resources for the control of
emerging viral diseases.

Keywords: real-time polymerase chain reaction, clinical laboratory techniques, COVID-19 testing, virus diseases.

Las pandemias y epidemias infecciosas (como la influenza, VIH, etc.) han impactado a las sociedades globalmente desde
tiempos remotos. Los sistemas de salud deben prepararse aprendiendo de desatios presentes y pasados'. Aunque ya hubo

varias pandemias en el siglo XXI, se esperan mas por el cambio climatico, mayor movilidad humana y expansion en ecosistemas
antes preservados®. La pandemia de COVID-19 ha creado una tensién significativa en los sistemas de salud, particularmente
en los paises de ingresos bajos y medianos’. Los gobiernos enfrentaron la COVID-19 con medidas diversas, y ninguna ha
demostrado ser ideal para definir éxito o fracaso®. Hoy, cinco afios después del inicio de la COVID-19, existe consenso en que
la pandemia sigue siendo una amenaza apremiante para la salud®.

Incluso antes de la pandemia de COVID-19, los paises de América Latina han visto aumentos desiguales en la investigacion
del sistema de salud®, impulsando llamados a la accién para brindar mejores recomendaciones para las autoridades pertinentes
en la regién’. Dado que América Latina tiene significativamente menos estudios publicados sobre los esfuerzos o los resultados
de la respuesta a la pandemia de COVID-19 en comparacién con otras partes del mundo, muchas dreas importantes siguen
sin estudiarse®. Es en ese contexto que el presente estudio describe un proyecto implementado por el Servicio Departamental
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de Salud (SEDES) del Gobierno Departamental de Tarija, Bolivia, el ailo 2020, en respuesta a la crisis de salud provocada por
la pandemia el COVID-19 y bajo las directrices estratégicas establecidas por el Ministerio de Salud de Bolivia para desarrollar
medidas que preparen, contengan y mitiguen el virus SARS-CoV-2°. Este trabajo utiliza estrategias emergentes y aplicadas
en casos de estudio de otros paises, las cuales mostraron que una de las estrategias mas importantes para aplanar la curva de
infeccién y controlar la pandemia es fortalecer el diagndstico laboratorial para el SARS-CoV-2'>"". Sin embargo cuando se
refiere al diagnostico, existen diferentes tipos de pruebas de laboratorio con niveles de especificidad, sensibilidad, validaciéon
distintos y no descritos en el contexto boliviano. Hasta la fecha de este estudio, la unica estrategia recomendada y autorizada
por el gobierno nacional de Bolivia es la técnica de biologia molecular de reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa
inversa (RT-PCR) y pruebas rapidas de antigenos, independientemente de los grados de prevalencia, uso clinico u objetivos de
control epidemiolégico’.

Bolivia, al igual que muchas otras naciones en desarrollo, dispuso un ntimero limitado de centros de diagndstico, todos
basados en el uso de la técnica RT-PCR en tiempo real para la deteccion de SAR-CoV-2°. Durante el afio 2020, la ciudad de
Tarija contaba con solo dos laboratorios (uno propiedad del Gobierno local y otro del sector privado) autorizados para realizar
RT-PCR para una poblacion de casi 500 000 personas'. A pesar de la sensibilidad y robustez de la técnica RT-PCR, el creciente
ndmero de casos de COVID-19 en dreas urbanas y rurales condujo a una urgente busqueda e implementacién de estrategias de
diagndstico alternativas que deberian contribuir al control efectivo de la pandemia, disminuir los riesgos de exposicion para el
personal de laboratorio y facilitar la colecta de muestras con hisopos nasofaringeos en los pacientes afectados.

Este estudio tiene como objetivo validar un protocolo de laboratorio alternativo que amplie la capacidad diagnostica del
SARS-CoV-2 en el Municipio de Cercado Tarija, Bolivia. Especificamente, se recolectaron muestras de pacientes mediante
muestras de hisopos nasofaringeos y saliva. Se realizaron pruebas de laboratorio LAMP para COVID-19. Los resultados se
compararon en paralelo con la técnica de qRT-PCR". El presente estudio se realiz6 con la finalidad de validar nuevas estrategias
laboratoriales, para expandir la capacidad de diagndstico del SARS-CoV-2 en municipio de Tarija'. Esta informacion se utiliz6
para plantear posibles usos de las estrategias diagnosticas descritas en el control epidemioldgico de diferentes etapas de la curva
epidemioldgica de una poblacion definida, para ser utilizados en caso de cambios en la prevalencia y distribucion geografica de
la epidemia. Sin embargo los resultados pueden transferirse al control de otras enfermedades virales emergentes y contribuyen
a la literatura disponible de herramientas diagnosticas en el contexto boliviano y latinoamericano.

Materiales y métodos

Aprobacion ética y muestreo

La validacién se llevo a cabo con muestras de adultos residentes en el Municipio de Cercado, Tarija en el momento del
estudio. La inclusién de muestras clinicas de pacientes con resultados positivos o negativos para COVID-19 de los diferentes
centros de salud municipales siguieron un protocolo aprobado por el Comité de Etica de la Universidad Auténoma Juan Misael
Saracho de Tarija con nimero de identificaciéon UAJMS001/2020 y esta registrado en el registro de estudios clinicos de Estados
Unidos con Clinica Trial ID: NCT04581083. Se recopilaron consentimientos informados de todos los voluntarios que aceptaron
proporcionar una muestra bioldgica y participar en el estudio.

Las muestras nasofaringeas se recogieron siguiendo el protocolo estdndar para la colecta de muestras prescritas por
el SEDES. Después del muestreo, los hisopos nasofaringeos se depositaron en medios de transporte viral dedicados y se
almacenaron a 4 °C. La saliva se recolectd en frascos estériles de boca ancha con tapa de rosca, sin agente estabilizante y
también se almacend a 4 °C.

Se recogieron un minimo de 500 pl de saliva de cada participante y por cada punto. La muestra de saliva agregada para cada
persona se refiere al volumen total de saliva que se recolectd en cinco momentos diferentes durante el mismo dia y a intervalos
de 4 horas. Todas las muestras se conservaron inmediatamente después de llegar al laboratorio y los dcidos nucleicos (ARN) que
se extrajeron se conservaron a -20 °C. Todas las pruebas de RT-PCR se realizaron dentro de los 10 dias posteriores a la colecta
de las muestras.

Técnica de extraccion de ARN

La extraccion de acidos nucleicos para las pruebas de RT-PCR fue realizada utilizando el kit EZgene™ Viral DNA/RNA
(BioMIGA) siguiendo los protocolos descritos por el proveedor. Las muestras nasofaringeas y de saliva se inactivaron agregando
20 pl de proteinasa K, 2 ul de solucién L y 300 ul de tampén LYE. La extracciéon de ARN se realizé ailadiendo 600 pl de
isopropanol y se utilizaron columnas de extraccion para el proceso de purificacion.

RT-PCR en tiempo real vs LAMP

El analisis de laboratorio de RT-PCR se realiz6 utilizando los reactivos proporcionados en el kit RIDA°GENE SARS-CoV-2
de R-Biopharm. Los acidos nucleicos se afladieron al Master Mix que se prepard siguiendo los protocolos descritos por el
proveedor. La validacién para la prueba de LAMP se realiz6 utilizando las mismas muestras de ARN purificadas y utilizadas
para las pruebas de RT-PCR. La mezcla de reactivos de LAMP se prepar¢ siguiendo los pasos descritos en el kit Resist RT-
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Figura 1. Las muestras de saliva son igual de eficaces que los hisopos nasofaringeos para la colecta de muestras de COVID-19. Comparaciéon mediante RT-
PCR de 15 muestras de saliva y 15 frotis nasofaringeos en pacientes con resultados positivos para COVID-19. A) Comparacion de los valores de umbral de ciclo
(CT) para la RT-PCR entre las muestras de saliva y los hisopos nasofaringeos mediante prueba de T-student (post Mann-Whitney: n-15, p<0,005). B) Prueba
pareada de los resultados de RT-PCR entre saliva e hisopo nasofaringeo. C) Correlacién de las muestras de saliva frente a los hisopos nasofaringeos (NS).

LAMP COVID 19 (Avenire, Kura). Las muestras de ARN se prepararon y colectaron en microtubos (tira) donde se mezclaron
los reactivos a 65 °C y durante 30 minutos. Una vez finalizada la reaccidn, las muestras se almacenaron a -20 °C durante al
menos un minuto para facilitar el desarrollo del color. La interpretacién de los resultados no requirié ningin equipo ya que
los resultados pueden determinarse de manera visual, siendo el amarillo positivo y el rosa negativo para SARS-CoV-2. (Fig. 1).

Participantes y analisis estadistico

Para este estudio, se reclutaron 30 personas que trabajaban en el sector de la salud. Diez de estas personas fueron clasificadas
como pacientes sospechosos debido a los sintomas que tenian en el momento de la colecta de las muestras. Los 20 participantes
restantes fueron clasificados como controles negativos sin sintomatologia y cuyas muestras iban a ser utilizadas para la
validacion. La mayoria de estos 20 voluntarios asintomaticos ya habian dado positivo en la prueba de COVID-19, al menos un
mes antes de la recogida de la muestra. Para cada persona, se recogié una muestra de hisopo nasofaringeo y 5 muestras de saliva
dentro del mismo intervalo de tiempo. Para evaluar el poder estadistico de los resultados entre las pruebas de RT-PCR y LAMP,
se estimo el indice de concordancia y se evalud con el coeficiente Kappa. El anélisis de datos se realizé utilizando el programa
estadistico GraphPad Prism (v8.4.3).

Resultados

Validacion de la toma de muestras de saliva

Para la validacién de las muestras nasofaringeas y de saliva, se extrajo ARN de cada voluntario utilizando los mismos
reactivos y en paralelo (al mismo tiempo). La Tabla 1 detalla los resultados obtenidos para cada muestra. Se evaluaron los genes
especificos de SARS-COV2 N, S y ORF para muestras diagndsticas analizadas con las pruebas de RT-PCR. Aprovechamos de
utilizar las mismas muestra de ARN para comparar los métodos de prueba LAMP y RT-PCR. Los resultados fueron comparados
utilizando los ciclos de umbral (CT), que identifican la presencia de ARN viral en las muestras contando el nimero de ciclos
requeridos para que la sefial fluorescente cruce el umbral (es decir, exceda el nivel de fondo). Se consideraron valores superiores
a 40 como negativos. La Figura 1 muestra los resultados del ciclo de umbral de RT-PCR obtenidos para pacientes que dieron
positivo confirmado por la presencia de sintomas de COVID-19.

El analisis estadistico mostrdé que no hay diferencia significativa entre los métodos de recoleccién a través del hisopo
nasofaringeo y la saliva (Fig. 2) (n = 15, Prueba de Mann-Whitney, P> 0.05). El estudio pareado también mostré que la mayoria
de las muestras de saliva (10 de 15 positivas para COVID-19) tenian valores de CT ligeramente mas bajos en comparacién
con los valores de CT obtenidos de las muestras nasofaringeas (Figura 1B). Finalmente, no hubo correlacién entre los valores
de CT nasofaringeos y salivales (Figura 1C). Esto sugiere que las cargas virales entre las diferentes dreas anatémicas (mucosa
nasofaringea versus mucosa orofaringea) son diferentes en cada persona.

La Tabla 2 presenta el anilisis de concordancia entre la prueba de RT-PCR que utiliz saliva y los métodos nasofaringeos
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Validacion de técnicas de diagnostico en COVID-19

Figura 2. Muestras analizadas para COVID-19 por el método LAMP. Procedimiento realizado en el
Laboratorio de Biologia Molecular - SEDES Tarija.

para la recoleccion de especimenes para todas las muestras analizadas (n = 30). Se estimé un valor Kappa de 1, mostrando una
concordancia del 100% entre muestras positivas y negativas. Estos resultados indican que las personas infectadas con el virus
SARS-CoV-2 pueden ser facilmente identificadas mediante el analisis de muestras de saliva.

La falta de correlacion entre los dos tipos de muestras puede indicar que los niveles de componentes virales en la saliva y

Tabla 1. Resumen de muestras: Los resultados muestran la compilacion de 30 muestras utilizadas para las pruebas
RT-PCR y LAMP con muestras de saliva e hisopos nasofaringeos realizados en este estudio.

Positivo Positivo Positivo 11,27 | Positivo Positivo  Positivo Positivo Positivo 17,05 Positivo

Positivo Positivo Positivo  Positivo  Positivo 16,04 | Positivo Positivo  Positivo Positivo Positivo 18,66 Positivo

Negativo Positivo 33,41 | Positivo Positivo  Positivo Positivo 21,08 Inconcluso

- 7 Negativo  Negativo 40 | Negativo Negativo 40 Negativo
- 9 Positivo Positivo Positivo  Positivo  Positivo 17,08 | Positivo Positivo  Positivo Positivo Positivo 22,31 Positivo

- 11 | Negativo  Negativo 40 | Negativo Negativo 40 Negativo
- 13 | Negativo  Negativo 40 | Negativo Negativo 40 Negativo

+ 15 Positivo Positivo Positivo  Positivo  Positivo 25,98 | Positivo Positivo  Positivo Positivo Positivo 17,66 Positivo
+ 17 Positivo Positivo Positivo  Positivo  Positivo 17,64 Positivo
- 19 | Negativo  Negativo 40 | Negativo Negativo 40 Negativo
- 21 Positivo Positivo  Positivo  Positivo  Positivo 29,09 | Positivo Positivo  Positivo  Positivo Positivo 16,09 Positivo
- 23 Positivo Positivo  Positivo  Positivo  Positivo 19,05 | Positivo Positivo  Positivo  Positivo Positivo 21,46 Positivo
- 27 Positivo Positivo  Positivo  Positivo  Positivo 19,66 | Positivo Positivo  Positivo  Positivo Positivo 26,69 Positivo
- 29 Negativo ~ Negativo 40 Negativo Negativo 40 Negativo
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Tabla 3. Concordancia de los resultados de muestras de hisopo nasofaringeo entre RT-

Tabla 2. dancia d Itad diante RT-PCR
abla 2. Concordancia de resultados mediante RT-PC PCR y LAMP para el diagnostico de COVID-19.

comparando muestras de saliva e hisopo nasofaringeo para

el diagndstico de COVID-19. Hisopado PCR
- n=30
Hisopado . Negativo Positivo
n=30 Positivo Negativo
Saliva Positivo 12 0 Hisopado LAMP Negativo 12 0
Negativo 0 18 Positivo 0 18
Porcentaje de concordancia para muestras positivas 100% Porcentaje de concordancia para muestras positivas 100%
Porcentaje de concordancia para muestras negativas 100% Porcentaje de concordancia para muestras negativas 100%
Porcentaje de concordancia total 100% Porcentaje de concordancia total 100%
No concluyentes 0% No concluyentes 0%

las vias respiratorias superiores no son comparables. Sin embargo, el valor de carga viral es lo suficientemente fuerte como para
determinar el rango/concentracién para un diagndstico efectivo.

Validacion de LAMP con hisopo nasofaringeo

Los resultados que comparan los métodos RT-PCR y LAMP para el diagndstico de COVID-19 muestran una concordancia
del 100% para muestras positivas y negativas, obteniendo un valor Kappa de 1 (Tabla 3). Estos resultados validan el uso de la
técnica LAMP con muestras de hisopo nasofaringeo en pacientes infectados con SARS-CoV-2.

Validacion de LAMP con muestras de saliva

La Tabla 4 muestra los resultados comparativos para todas las muestras procesadas. Se estimaron valores de concordancia
del 100% y del 89% para muestras negativas y positivas, respectivamente. Se estim6 una concordancia total del 93,5% de la
prueba diagnostica utilizando la metodologia LAMP en comparacion con RT-PCR en muestras de saliva, con un indice Kappa
de 0,86. Estos resultados sugieren que la técnica LAMP en muestras de saliva es adecuada y debe ser utilizada para esfuerzos
de rastreo. Se identificaron dos muestras positivas por RT-PCR como negativas con la metodologia LAMP, lo que sugiere que
LAMP podria no ser 100% confiable con muestras de saliva, y podria generar potencialmente falsos negativos.

Discusion

Este estudio confirma que la técnica LAMP tiene una concordancia del 100% con la técnica de RT-PCR en muestras de ARN
obtenidas con hisopos nasofaringeos. Los resultados también muestran una concordancia del 100% entre RT-PCR con hisopo
nasofaringeo y RT-PCR con muestras de saliva. Este analisis valida el uso de la toma de muestras de saliva para la colecciéon de
especimenes de COVID-19, lo que podria ser utilizado como una alternativa de menor riesgo para la recoleccién de material
bioldgico en comparacion con el hisopo nasofaringeo. Los resultados entre RT-PCR y LAMP con muestras de saliva mostraron
una concordancia del 93,5%, validando su uso como instrumento para la identificacién de personas infectadas con el virus
COVID-19. En conclusion, este informe valida la sensibilidad de la técnica LAMP en comparacion con RT-PCR en muestras
de ARN purificadas. Ademds, los resultados validan que la toma de muestras de saliva es igualmente efectiva que la toma
de muestras nasofaringeas en el diagnéstico de RT-PCR y valida la técnica LAMP como una herramienta para el rastreo de
personas infectadas con COVID-19. El alto numero de personas asintomaticas en este estudio que fueron positivas para los dos
tipos de muestras evaluadas (hisopo nasofaringeo y saliva) resalta la alta sensibilidad y eficacia de la toma de muestras de saliva
y el uso de LAMP para el diagnéstico.

A pesar de los resultados en este estudio son prometedores, aun existen limitaciones que deben ser consideradas. Por

Tabla 4. Concordancia de los resultados de las muestras de saliva analizadas
por RT-PCR y LAMP para el diagnostico de COVID-19.

PCR
n=30 Positivo Negativo
LAMP Positivo 12 2
Negativo 0 16

Porcentaje de concordancia para muestras positivas 89%
Porcentaje de concordancia para muestras negativas 100%
Porcentaje de concordancia total 94%
No concluyentes 0%
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ejemplo, es necesario validar esta técnica en un grupo mas grande de individuos dado el tamaio muestral pequefio en el estudio
actual. La falta de correlacion entre las muestras LAMP y RT-PCR en saliva muestra que la combinacion de la toma de muestras
de saliva con la prueba LAMP podria generar falsos positivos.

Conclusiones

La LAMP es una técnica que no requiere equipo de laboratorio complejo o costoso y que produce resultados de prueba
rapidos. Estas ventajas hacen que la LAMP sea un método ideal para areas rurales donde no hay personal especializado o
laboratorios equipados.

Aun queda espacio para mejorar los métodos presentados en este estudio, lo que podria facilitar y acelerar ain mas el
proceso de prueba. Por ejemplo, hay evidencia de que las pruebas podrian realizarse sin el paso de la extraccion de ARN,
abriendo la posibilidad para un diagnéstico mas extenso no solo a casos de COVID-19 si no tambien en multiples otras
enfermedades. Por lo tanto, podemos también concluir que, con los reactivos y métodos utilizados en este estudio, las pruebas
de agrupamiento LAMP con muestras de saliva todavia no son una opcidn viable. No obstante, se han publicado numerosos
estudios que evaliian el uso de LAMP en muestras de saliva, lo que destaca la necesidad de mejorar atin mas esta técnica antes
de que pueda ser utilizada como una herramienta adicional en los esfuerzos para controlar la pandemia. A pesar de estas
limitaciones, estas formas alternativas de diagnoéstico muestran un gran potencial para aumentar su escala, ya que generan
resultados rapidos y son econdmicamente viables.
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