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RESUMEN

Objetivos: Estandarizar una prueba RT-LAMP in house para la detección de SARS-CoV-2 y validarla con muestras de labora-
torio y de campo en pacientes con sospecha clínica de COVID-19. Materiales y métodos: Se estandarizó una prueba molecular 
RT-LAMP in house para la detección de SARS-CoV-2 estableciéndose el límite de detección con células Vero de cepas peruanas 
aisladas de SARS-CoV-2. Se validó la prueba en laboratorio con 384 muestras de hisopado nasal y faríngeo (HNF) obtenidas entre 
marzo y julio de 2020. Para la validación de campo se obtuvieron muestras de HNF de 383 casos sintomáticos sospechosos de 
COVID-19. Todas las muestras fueron evaluadas por RT-LAMP y RT-qPCR. Para la validación de laboratorio y de campo se con-
sideró como estándar de referencia al RT-qPCR, se calcularon medidas de concordancia y rendimiento diagnóstico. Resultados: 
El límite de detección fue consistente en los casos con umbral de ciclo (Ct) Ct < 30 en ambas pruebas, mostrando eficiencia para 
detectar hasta 1000 copias/µL del gen diana. Se evidenció robustez con la mitad de las concentraciones de cebadores y 20 µL de 
volumen final. Se identificó ausencia de amplificación para otros coronavirus humanos. La concordancia en laboratorio obtuvo un 
Kappa de 0,88 (IC 95%: 0,83–0,93) y en campo fue de 0,89 (IC 95%: 0,84−0,94); la sensibilidad en laboratorio fue de 87,4% (IC 95%: 
80,8−92,4) y en campo fue de 88,1% (IC 95%: 81,6−92,9), la especificidad en ambos escenarios fue de 98,8% (IC 95%: 96,4−99,7). 
Conclusiones: La prueba RT-LAMP in house fue validada por presentar una adecuada robustez, sin reacciones cruzadas, buena 
concordancia y rendimiento diagnóstico comparado con el RT-qPCR. 

Palabras Clave: COVID-19; Diagnóstico; Técnicas de Diagnóstico Molecular; Reacción en Cadena de la Polimerasa; Estudio 
de Validación; Sensibilidad y Especificidad; Curva ROC; Valor Predictivo de las Pruebas; Reacciones Cruzadas (fuente: DeCS 
BIREME).

STANDARDIZATION AND VALIDATION OF AN 
IN HOUSE RT-LAMP MOLECULAR TEST FOR THE 
DIAGNOSIS OF SARS-CoV-2

ABSTRACT

Objectives: To standardize and validate an in-house RT-LAMP test for the detection of SARS-CoV-2, based on laboratory and 
field assays using samples from COVID-19 suspected patients. Materials and methods: An in-house SARS-CoV-2 RT-LAMP 
molecular test was standardized, establishing the detection limit with Vero cells of isolated Peruvian strains of SARS-CoV-2, 
and the robustness to various concentrations of primers. The laboratory validation was performed with 384 nasal and pharyn-
geal swab samples (UFH) obtained between March and July 2020. The field validation was performed with 383 UFH obtained 
from COVID-19 suspected symptomatic cases. All samples were tested by RT-LAMP and RT-qPCR. The RT-qPCR was con-
sidered as the reference standard test. The concordance measures and diagnostic performance were calculated. Results: The 
detection limit was consistent in cases with Ct <30 in both tests, showing efficiency to detect up to 1000 copies/μL of the target 
gene. Robustness was evidenced with half of the primer concentrations and 20 μL of final volume. Absence of amplification was 
identified for other HCoVs. Concordance showed a kappa index of 0.88 (95% CI: 0.83-0.93) and 0.89 (95% CI: 0.84 - 0.94) in 
laboratory and field settings, respectively. The sensitivity value in the laboratory was 87.4% (95% CI: 80.8 - 92.4) and 88.1% in 
the field (95% CI: 81.6 - 92.9). The specificity value in both settings was 98.8% (95% CI: 96.4-99.7). Conclusions: The in-house 
SARS-CoV-2 RT-LAMP test was successfully validated based on its adequate robustness, no cross-reactions, good concordan-
ce, and diagnostic performance compared to RT-qPCR.

Keywords: COVID-19; Diagnosis; Molecular Diagnostic Techniques; Polymerase Chain Reaction; Validation Study; Sensitivity 
and Specificity; ROC Curve; Predictive Value of Tests; Cross Reactions (source: MeSH NLM).
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Motivación para realizar el estudio: La COVID-19 es un 
grave problema de salud pública en el Perú; es importante 
desarrollar nuevas metodologías diagnósticas frente al 
SARS-CoV-2. 

Principales hallazgos: La prueba RT-LAMP desarrollada 
in house demostró un adecuado rendimiento diagnóstico 
y concordancia respecto a la prueba RT-qPCR, tanto en 
laboratorio como en campo. No se identificó in silico la 
existencia de reacciones cruzadas con otros coronavirus. En 
campo se encontró una reducción del 5,5% en la sensibilidad, y 
un aumento de 0,4% en la especificidad, en sujetos que estaban 
entre la primera y segunda semana de la enfermedad. 

Implicancias: La prueba RT-LAMP in house evaluada es una 
alternativa eficaz para la detección molecular de SARS-CoV-2.

MENSAJES CLAVE
INTRODUCCIÓN 

La COVID-19 es un grave problema de salud pública, al-
canzando más de 98 millones de casos confirmados y más 
de dos millones de muertes en el mundo, al 24 de enero de 
2021(1). La gran expansión de la enfermedad representa un 
desafío importante para los países en desarrollo, los cuales 
deben lidiar con sus brechas sanitarias para el diagnóstico de 
casos. Estas limitaciones se evidencian en las zonas rurales, 
donde es necesario desarrollar tecnologías sanitarias descen-
tralizadas para el diagnóstico temprano de casos (2).

La realización de pruebas moleculares requiere conside-
rable inversión financiera y logística, en comparación con 
otras herramientas de diagnóstico. La prueba de referencia 
sugerida por la Organización Mundial de la Salud (OMS) 
para la detección del SARS-CoV-2 es la prueba de reacción 
en cadena de polimerasa con transcripción inversa en tiem-
po real (RT-qPCR), la cual requiere de un laboratorio mole-
cular, con infraestructura, equipos y reactivos costosos, así 
como personal especializado; recursos que no siempre están 
disponibles en países como el Perú (3,4).

En Perú, al inicio de la pandemia, la prueba de RT-qPCR 
solo se pudo realizar de forma estandarizada en Lima en el 
Laboratorio Nacional de Referencia de Virus Respiratorios 
del Instituto Nacional de Salud (INS). Progresivamente, su 
procesamiento se extendió a laboratorios regionales de ma-
nera descentralizada. Actualmente, existen más de 50 labo-
ratorios a nivel nacional; pero la demanda de estas pruebas, 
en la práctica, no se ha cubierto plenamente (5).

La imperante necesidad de contar con otras alternativas diag-
nósticas en fase aguda para la infección por SARS-CoV-2 se ha 
evidenciado a través del desarrollo de pruebas basadas en el sis-
tema CRISPR/Cas (6), o en el método de amplificación isotérmica 
mediada por bucle de transcripción inversa (RT-LAMP) (7). Otras 
pruebas basadas en el método de amplificación isotérmica me-
diada por bucle (LAMP) se han aplicado en el Perú para enfer-
medades como zika (8), tuberculosis (9), malaria (10), y dengue (11); 
evidenciando un adecuado rendimiento. Es más factible y viable 
su implementación ya que se utilizan equipos más económicos, 
empleándose de cuatro a seis cebadores, dos / tres hacia adelante 
y dos / tres hacia atrás para identificar dianas de ADN, permitien-
do sus amplificaciones (12).

La prueba de RT-LAMP se presenta como una alterna-
tiva rápida y eficiente para la identificación de casos sospe-
chosos, pues el tiempo de procesamiento de muestras en 
laboratorio es de aproximadamente 50 minutos, respecto a 
las cuatro a ocho horas que se requiere para la prueba de 
RT-qPCR (7).

El presente estudio tiene por objetivo estandarizar en 
laboratorio una prueba de RT-LAMP desarrollada in house 
para la detección de SARS-CoV-2, y validarla en campo en 

pacientes con sospecha clínica de COVID-19, obteniendo 
medidas de rendimiento diagnóstico, tomando como refe-
rencia los resultados de la prueba de RT-qPCR.

MATERIALES Y MÉTODOS

Tipo de estudio
Se llevó a cabo un estudio transversal que estuvo orienta-
da a evaluar una prueba de RT-LAMP para la detección del 
SARS-CoV-2 en tres etapas: a) estandarización, b) valida-
ción en laboratorio, y c) validación en campo. El estándar 
de referencia considerado en el estudio fue la RT-qPCR. El 
diseño de la estandarización fue transversal descriptivo, y el 
diseño de la validación de laboratorio y de campo fue trans-
versal analítico.

Estandarización
Esta etapa se llevó a cabo en el Laboratorio Nacional de Re-
ferencia de Virus Respiratorio del INS entre junio y julio del 
2020. Para evaluar el desempeño de la prueba de RT-LAMP 
según estándares de la OMS, se usó la cepa de SARS-CoV-2 
aislada en células VERO81 a partir de una muestra de hi-
sopado nasofaríngeo (HNF) con diagnóstico molecular por 
RT-qPCR positivo y muestras de HNF que fueron obteni-
das previamente durante vigilancia epidemiológica rutinaria 
de descarte de la COVID-19. Usando la cepa se evaluó: a) 
el límite de detección (bajo dilución seriada en base 10), b) 
la robustez ante cambios en la concentración de cebadores 
(original y mitad – 0,5P) y reducción porcentual del volu-
men final de reacción (20% – 0,8V; 40% – 0,6V; 50% – 0.5V 
y 60% – 0.4V), y c) la repetibilidad. 
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Validación en laboratorio
El análisis de reacción cruzada fue realizado in silico alineando 
las secuencias de cebadores externos de la RT-LAMP con 
secuencias de referencia de los coronavirus humanos conocidos 
(HCoV) (NC_005831.2, HCoV-NL63; NC_002645.1, HCoV-
229E; NC_006213.1, HCoV-OC43 cepa ATCC VR-759; 
NC_006577.2, HCoV-HKU1; NC_004718.3, SARS-CoV-1; 
NC_019843.3, MERS-CoV coronavirus relacionado con el 
síndrome respiratorio de Oriente Medio; FJ415324.1, HECoV 
4408; NC_045512.2, SARS-CoV-2 de origen chino) (13). Además, 
los cebadores externos fueron alineados con 194 cepas peruanas 
disponibles en el GISAID (https://www.gisaid.org/). Todos 
los experimentos in vitro fueron realizados en triplicado por el 
mismo operador en las mismas condiciones ambientales y de 
equipos (13).

Para establecer la validez diagnóstica de la prueba en 
laboratorio, se calculó un tamaño de muestra mediante la 
fórmula de estimación del rendimiento diagnóstico por me-
dio del programa Epidat versión 4.2, considerando un va-
lor de 91,489% de sensibilidad y 99,531% de especificidad, 
cifras calculadas según lo reportado por Jiang et al., en el 
total de su muestra (14); se consideró un nivel de significancia 
del 95%, error absoluto del 5% y probabilidad de positividad 
del 39,5% (basado en la proporción de resultados positivos 
obtenidos habitualmente en actividades diagnósticas de los 
equipos de respuesta rápida de campo por el INS entre el 6 
al 8 de julio del 2020 en la jurisdicción de la Dirección de 
Redes Integradas de Salud (DIRIS) Centro). 

Se asumió una tasa de pérdida del 20% a fin de prever 
problemas logísticos que pudieran presentarse durante la 
manipulación y/o análisis de las muestras. Con estos pará-
metros se estableció la necesidad de contar con, al menos, 
379 muestras. Para esta etapa fueron empleadas muestras 
de HNF, las cuales fueron obtenidas previamente durante 
evaluaciones epidemiológicas rutinarias de descarte de la 
COVID-19 entre el inicio de la pandemia y julio de 2020; 
cuyos viales estaban almacenados en los laboratorios del 
INS. Todas las muestras evaluadas se encontraban anonimi-
zadas, y correspondían a sujetos con resultados positivos y 
negativos identificados mediante la RT-qPCR de quienes no 
se contaba con información adicional. 

Las muestras fueron seleccionadas de manera no proba-
bilística por conveniencia, la evaluación por RT-LAMP fue 
cegada (los evaluadores desconocían el resultado previo por 
RT-qPCR). El uso de las muestras fue autorizado por reso-
lución jefatural n.º 00006918, decreto de emergencia sani-
taria n.º 0064-2020-OGA/INS (7 de abril de 2020) y nota 
informativa n.º 0055-2020 «Plan de Acción del Instituto 
Nacional de Salud para Prevención, Diagnóstico y Control 
de COVID-19, en el marco del Decreto Supremo Nº 008-
2020-SA».

Extracción de ARN
La extracción de ARN de todas las muestras se realizó uti-
lizando el kit de purificación de ARN total GenElute™ (Sig-
ma-Aldrich - Merck), de acuerdo con las instrucciones del 
fabricante (https://www.sigmaaldrich.com/technical-docu-
ments/protocols/biology/viral-rna-purification.html), luego 
se congeló a -80 ºC hasta su posterior procesamiento.

Reacción RT-qPCR
Las reacciones fueron estandarizadas en Rotor-Gene Multiplex 
RT-PCR Kit (Qiagen, Alemania) usando cebadores y sondas 
para detección de SARS-CoV-2 (RdRP) y un control interno 
(GAPDH humano) (canal verde, FAM: 470-510nm y anaranja-
do, ROX: 585-610nm, respectivamente). Fueron consideradas 
positivas cuando se obtuvo valores de umbral de ciclo (Ct) < 37 
(FAM) y Ct < 40 (ROX), concomitantemente. Las secuencias de 
cebadores, sondas y condiciones de reacción se encuentran dis-
ponibles en el material suplementario. Más información de la 
prueba RT-qPCR in house disponible en esta dirección: http://
dx.doi.org/10.17504/protocols.io.bsm2nc8e. 

Reacción RT-LAMP
Las reacciones de RT-LAMP se realizaron de acuerdo con lo 
establecido por Lamb et al. (15), utilizando WarmStart®️ Colori-
metric LAMP 2X Master Mix ADN y ARN (Eiken Chemical 
Co., Ltd., Tokyo, Japan), que contiene un indicador de pH que 
permite la visualización colorimétrica. La solidez se probó a par-
tir de la concentración de cebadores estándar y el volumen final 
de reacción. Fueron usados 44 µM de los primers FIP (16 µM), 
BIP (16 µM), F3 (2 µM), B3 (2 µM), LOOP F (4 µM), BUCLE B 
(4 µM), y 56 µM de agua; además se empleó 20 µL de los reacti-
vos MIX-LAMP (12,5 µL), MIX-Primers (2,5 µL), RNA (5 µL), 
y 5 µL de agua. Las reacciones fueron realizadas a 65 °C por 45 
minutos, y a 80 °C por 5 minutos.

Validación en campo
Posterior a la validación en laboratorio, se llevó a cabo la 
evaluación en campo, para lo cual se seleccionaron personas 
sospechosas de infección por COVID-19 con hasta 15 días 
de síntomas, quienes acudieron a hospitales de Lima (Hos-
pital Cayetano Heredia, Hospital Hipólito Unanue y Hospi-
tal Arzobispo Loayza), y personas que fueron evaluadas por 
equipos de atención domiciliaria (equipos de respuesta rápi-
da) entre agosto y septiembre de 2020. Se incluyeron perso-
nas mayores de 18 años, con síntomas leves, sin diagnóstico 
previo de COVID-19 por prueba molecular; se excluyeron 
a mujeres embarazadas, y a pacientes graves o críticos. El 
tamaño de muestra para esta etapa se basó en el mismo cál-
culo realizado para la validación en laboratorio debido a que 
compartían el mismo objetivo (identificar medidas de rendi-
miento diagnóstico) aunque en muestras de diferente origen 
(almacenadas y obtenidas directamente); para la selección 
de sujetos en campo se siguió un muestreo no probabilístico 
consecutivo.

https://www.gisaid.org/
https://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/protocols/biology/viral-rna-purification.html
https://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/protocols/biology/viral-rna-purification.html
http://dx.doi.org/10.17504/protocols.io.bsm2nc8e
http://dx.doi.org/10.17504/protocols.io.bsm2nc8e
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Se registró el sexo, la edad y el cuadro clínico de cada 
paciente, y el tiempo de enfermedad, en días, desde el inicio 
de los síntomas. A cada participante se le realizó un HNF, 
utilizando el kit de muestreo de Yocon Biology Technology 
Company, que incluye medios de transporte viral e hisopos 
de dacrón en bandada. Las muestras fueron trasportadas 
el mismo día al INS mediante contenedores triples con 
acumuladores de frío, a temperaturas entre 2 °C a 8 °C. Todas 
las muestras fueron analizadas siguiendo el procedimiento 
previamente descrito. Los resultados de la RT-qPCR y RT-
LAMP se obtuvieron de forma simultánea de dos laboratorios 
distintos, los evaluadores de cada laboratorio desconocían 
los resultados de la prueba contraria que analizaban. 

Análisis estadístico
El análisis de los datos se realizó utilizando el paquete esta-
dístico Stata versión 16.1 (Stata Corporation, College Station, 
Texas, EE. UU.). Se emplearon medidas de resumen de fre-
cuencia y porcentaje para las características clínicas y epide-
miológicas de la muestra de sujetos evaluados en la validación 
de campo. Tanto para la validación de laboratorio como de 
campo, se determinó el grado de concordancia entre los re-
sultados de la prueba de RT-qPCR y de RT-LAMP mediante 
el índice Kappa de Cohen. También se calculó la sensibili-
dad, especificidad, valor predictivo positivo y negativo, valor 
de la exactitud y el área bajo la curva para la RT-LAMP. Se 
realizaron análisis estratificados de los resultados de campo 
según semana de enfermedad (16,17), esto no fue factible para 
las muestras de laboratorio al no contar con la información 
sobre el tiempo de enfermedad, los sujetos que no contaron 

con el tiempo de enfermedad fueron excluidos de la evalua-
ción estratificada. Las medidas fueron calculadas a través de 
estimadores puntuales e intervalos de confianza al 95% (IC 
95%), las inferencias se realizaron considerando un nivel de 
significancia de 0,05.

Consideraciones éticas
La estandarización y validación en laboratorio no requirió 
evaluación por el Comité Institucional de Ética en Investi-
gación (CIEI), ya que las muestras empleadas fueron obte-
nidas en las actividades rutinarias establecidas dentro del 
plan de acción del INS, resaltando además que las mismas 
se encontraban anonimizadas. Por su parte, la validación de 
campo se llevó a cabo mediante un protocolo de investiga-
ción aprobado por el CIEI del INS, tal como se muestra en la 
RD n.º 283-2020-OGITT-INS. Todos los sujetos de estudio 
incluidos en esta fase brindaron su consentimiento informa-
do para participar y se les reportó sus resultados en menos 
de 72 horas. 

RESULTADOS

Evaluación de desempeño de la RT-LAMP en com-
paración con la RT-qPCR 
El límite de detección de SARS-CoV-2 por RT-LAMP fue 
de 1000 copias/µL; eso indicó que todos los casos en que 
los valores de Ct < 30 fueron concordantes entre RT-qPCR 
y RT-LAMP (Figura 1, Tabla 1). En las evaluaciones de ro-
bustez, se obtuvieron reacciones de alto rendimiento con la 

Figura 1. Curva estándar de reacciones de RT-qPCR (panel A) y límite de detección por RT-LAMP 
(panel B) para la detección de SARS-CoV-2.
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mitad de las concentraciones de cebadores (0.5P) y con 20 
µL de volumen final (0.8V del volumen final de la reacción 
estándar).

Validación de laboratorio
El análisis de reacción cruzada realizada in silico, no 
identificó similitud consistente con las secuencias de 
referencia de otros coronavirus humanos (NL-63, HKU1, 
OC43, 229E, SARS-CoV-1, MERS y HECoV, Figura 2). 
Además, cuando estos mismos cebadores se alinearon con 
194 cepas peruanas disponibles en la iniciativa GISAID no 
hubo exclusión de regiones conservadas, que exhiben una 
alta similitud y especificidad, lo que puede designarse como 
ausencia de detección concomitante de otros coronavirus 
humanos distintos del SARS-CoV-2.

Para la evaluación del rendimiento diagnóstico en 
laboratorio se incluyeron finalmente 384 muestras, de 
las cuales 37,2% (n=143) tenían previamente resultados 
positivos por RT-qPCR; al obtenerse los resultados por 
RT-LAMP se identificó una concordancia estadísticamente 
significativa (p < 0,001) de 0,88 (IC 95%: 0,83–0,93) por la 
prueba de Kappa. Se encontraron tres falsos positivos (FP) 
con una tasa de falsos positivos (TFP) de 1,2%; además, se 
tuvo 18 falsos negativos (FN) con una tasa de falsos negativos 
(TFN) de 12,6% (Tabla 2).

La sensibilidad obtenida con las muestras evaluadas fue 
de 87,4% (IC 95%: 80,8–92,4), la especificidad fue de 98,8% 
(IC 95%: 96,4–99,7), el valor predictivo positivo de 97,7% (IC 
95%: 93,3–99,5), y el negativo de 93,0% (IC 95%: 89,1–95,8); 
el valor de la exactitud de la prueba fue de 94,5 % (IC 95%: 
91,8–96,6), y el área bajo la curva ROC fue de 93,1 % (IC 95%: 
90,3–95,9) (Tabla 3).

Validación de campo
Para esta etapa del estudio fueron incluidos 383 sujetos se-
gún los aspectos previstos en el protocolo de investigación, 

de los cuales el 51,7% (n=198) fueron mujeres, el grupo eta-
rio más frecuente fue de adultos jóvenes (n=236, 61,6%). Los 
síntomas más frecuentes encontrados fueron tos (n=268, 
70,0%) y dolor faríngeo (n=262, 68,4%); la media del tiempo 
de enfermedad fue de 7,1 (DE: 3,3) días; el 56,1% se encon-
traba en la primera semana de enfermedad y el 43,6% en la 
segunda semana, se identificó un sujeto (0,3%) que no re-
cordaba la fecha de inicio de sus síntomas, el cual fue exclui-
do en la evaluación estratificada por tiempo de enfermedad 
(Tabla 4). 

El 37,3% (n=143) de los sujetos evaluados obtuvo resul-
tado positivo mediante RT-qPCR, mientras que la positivi-
dad por RT-LAMP fue de 33,7% (n=129). La concordancia 
de los resultados obtenidos entre ambas pruebas tuvo un 
Kappa de 0,88 (IC 95%: 0,84–0,94); cuando se estratificó por 
semana de síntomas se encontró que durante la primera se-
mana este valor fue de 0,92 (IC 95%: 0,86–0,97), mientras 
que para la segunda semana se tuvo un Kappa de 0,85 (IC 
95%: 0,76–0,93), en todos los escenarios la concordancia 
fue estadísticamente significativa (p < 0,001). En la muestra 
general se encontró 20 (5,2%) casos con resultados discor-
dantes entre ambas pruebas, tres FP con una TFP de 1,3%, y 
17 FN con una TFN de 11,9%; por su parte en la evaluación 
por semana de síntomas se tuvo 8 (3,7%) discordancias en la 
primera semana y 12 (7,2%) para la segunda, la TFP fue de 
1,4% para la primera semana y 1,0% para la segunda, mien-
tras que la TFN en la primera semana de síntomas fue de 
7,9% y para la segunda de 16,4% (Tabla 2).

Se encontró que la sensibilidad de la muestra en general 
fue de 88,1% (IC 95%: 81,6–92,9), para el grupo de la pri-
mera semana de síntomas este valor fue de 92,1% (IC 95%: 
83,6–97,0) y el de segunda semana fue de 86,6% (IC 95%: 
72,5–91,5); en cuanto a la especificidad, se tuvo un valor 
para la muestra en general de 98,8% (IC 95%: 96,4–99,7), 
para la primera semana de 98,6 (IC 95%: 94,9–99,8) y para 
la segunda de 99,0% (IC 95%: 94,6–100). El valor predic-
tivo positivo (VPP) y el valor predictivo negativo (VPN) 

Tabla 1. Comparación del límite de detección entre las reacciones por RT-qPCR y RT-LAMP para detectar la presencia de SARS-CoV-2. 

Ct: umbral de ciclo, RT-qPCR: Transcripción Reversa-Reacción en Cadena de la Polimerasa en tiempo real, RT-LAMP: Transcripción reversa-Amplificación Isotérmica 
Mediada en Lazo

Dilución en Serie Concentración
(Número de copias/µL)

Valor de Ct 
(RT-qPCR)

Cambio de color
(RT-LAMP)

10-1 107 13,6 Sí

10-2 106 16,7 Sí

10-3 105 20,4 Sí

10-4 104 25,0 Sí

10-5 103 29,2 Sí

10-6 102 35,1 No

10-7 101 - No
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Figura 2: Alineación de múltiples secuencias entre los primers F3 y B3 para RT-LAMP y las secuencias de referencia de todos los coronavirus humanos cono-
cidos, así como con todas las cepas peruanas de SARS-CoV-2 disponibles en la iniciativa GISAID. La alineación fue realizada en ClustalW usando MEGA. La 
secuencia de primers (panel A – F3, panel B – B3) fueron alineadas con todas las secuencias de referencia de coronavirus humanos conocidos (NC_005831.2, 
HCoV-NL63; NC_002645.1, HCoV-229E; NC_006213.1, HCoV-OC43 cepa ATCC VR-759; NC_006577.2, HCoV-HKU1; NC_004718.3, SARS-CoV-1; 
NC_019843.3, MERS; FJ415324.1, HECoV-4408 and NC_045512.2, SARS-CoV-2 Wuhan-Hu-1 aislada) y todas las 194 cepas peruanas de SARS-CoV-2 (panel 
C – F3, panel D – B3). La columna amarilla en los paneles A y B, y los asteriscos en los paneles C y D, representa regiones conservadoras en el fragmento del gen 
nsp3 entre todos los coronavirus humanos conocidos y todas las cepas peruanas de SARS-CoV-2 de genoma completo, respectivamente.

para la muestra en general fue de 97,7 (IC 95%: 93,4– 99,5) 
y 93,3 (IC 95%: 89,5–96,1), respectivamente; en la evalua-
ción por semana de síntomas se tuvo que el VPP en la pri-
mera semana fue de 97,2% (IC 95%: 90,3 – 99,7) y 98,2% 

(IC 95%: 90,6 –100) para la segunda, el VPN fue de 95,8% 
(IC 95%: 91,0–98,4) para la primera semana y 90,0 (IC 95%: 
82,8–94,9) para la segunda. El área bajo la curva ROC fue de 
93,4% (IC 95%: 90,7–96,2) en la muestra general, mientras 
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que para quienes cursaban primera semana de síntomas fue 
de 95,3% (IC 95%: 92,1–98,5), y 91,3% (IC 95%: 86,7–95,9) 
para los de la segunda.

DISCUSIÓN

La prueba RT-LAMP desarrollada in house demostró un ade-
cuado rendimiento diagnóstico y concordancia respecto a la 
prueba RT-qPCR, tanto en laboratorio como en campo. Es 
necesario contar con herramientas diagnósticas con un ade-
cuado rendimiento diagnóstico, alta viabilidad en campo, que 
requieran menor logística para la obtención de resultados y 
que sean comparables al RT-qPCR; todo ello a fin de mejorar 
la cobertura y satisfacer la demanda existente. Teniendo en 
cuenta todos estos puntos, el RT-LAMP se muestra como una 
alternativa viable para todos estos requisitos (18).

La prueba RT-LAMP se fundamenta en una reacción 
colorimétrica rápida por cambio de pH en la presencia de 
amplificación específica, y puede proporcionar resultados 
en menos de dos horas desde de la extracción del ARN. 
El equipo de investigadores peruanos del INS seleccionó 
el protocolo descrito por Lamb et al. (15), para comparar su 
desempeño diagnóstico frente a la prueba RT-qPCR reco-

mendada por la OMS, para detectar el gen RdRp, descrito 
por Corman et al (19).

El presente estudio tuvo dos fases en las que se procesa-
ron 767 muestras clínicas. Los resultados indicaron que la 
prueba de RT-LAMP tiene un rendimiento diagnóstico si-
milar al del RT-qPCR, donde el límite de detección fue de 
1000 copias / µL, diez veces menor a la RT-qPCR estandari-
zada e implementada en la rutina de diagnóstico molecular 
por el INS. Sin embargo, esta diferencia puede estar asociada 
a la replicación de los coronavirus en general, y sus corres-
pondientes ARN subgenómicos; esta característica puede 
ocasionar que genes más cercanos de la extremidad 3´ ten-
gan más copias durante la replicación, que aquellos más cer-
ca de la extremidad 5´ (20). Los cebadores para RT-LAMP se 
diseñaron para alinearse en la región ORF1a para detectar 
un fragmento del gen nsp3 del SARS-CoV-2 y los cebadores 
para RT-qPCR se diseñaron para la región ORF1b para el 
fragmento del gen RdRp. 

A partir de estas características de replicación de la fami-
lia Coronaviridae, la OMS ha sugerido que el diagnóstico se 
debe realizar utilizando cebadores para el gen Nucleocapsid 
(N) o para los genes ORF1ab. Aun así, dado que el ORF1ab 
representa dos tercios de todo el genoma (secuencia de refe-

RT-LAMP
RT-qPCR

Total Kappa (IC 95%) Valor 
de p

Resultados

Positivo Negativo Correctos 
(VP+VN)

Incorrectos 
(FP+FN)

FP 
(PFP)

FN 
(PFN)

Evaluación de laboratorio

 Positivo 125 3 128 0,880 (0,831 - 0,930) <0,001 363 (94,5%) 21 (5,5%) 3 (1,2%) 18 (12,6%)

 Negativo 18 238 256

 Total 143 241 384            

Evaluación de campo                  

General                  

Positivo 126 3 129 0,886 (0,838 - 0,935) <0,001 363 (94,8%) 20 (5,2%) 3 (1,3%) 17 (11,9%)

Negativo 17 237 254            

 Total 143 240 383

Primera semana de 
síntomas                  

Positivo 70 2 72 0,918 (0,862 - 0,974) <0,001 207 (96,3%) 8 (3,7%) 2 (1,4%) 6 (7,9%)

Negativo 6 137 143            

 Total 76 139 215

Segunda semana de 
síntomas                  

Positivo 56 1 57 0,847 (0,764 - 0,930) <0,001 155 (92,8%) 12 (7,2%) 1 (1,0%) 11 (16,4%)

Negativo 11 99 110            

 Total 67 100 167            

Tabla 2. Análisis de concordancia entre los resultados de las evaluaciones en laboratorio y campo obtenidos por las pruebas RT-qPCR y RT-LAMP.

IC 95%: intervalo de confianza al 95%, VP: verdadero positivo, VN: verdadero negativo, FP: falso positivo, FN: falso negativo, PFP: proporción de falsos positivos, PFN: 
proporción de falsos negativos, RT-qPCR: Transcripción Reversa-Reacción en Cadena de la Polimerasa en tiempo real, RT-LAMP: Transcripción Reversa-Amplificación 
Isotérmica Mediada en Lazo 
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Parámetro
Validación en laboratorio 

(n=384)

Validación en campo

General (n=383) Primera semana de 
síntomas (n=215)

Segunda semana de 
síntomas (n=167)

% IC 95% % IC 95% % IC 95% % IC 95%

Sensibilidad 87,4 80,8 - 92,4 88,1 81,6 - 92,9 92,1 83,6 - 97,0 86,6 72,5 - 91,5

Especificidad 98,8 96,4 - 99,7 98,8 96,4 - 99,7 98,6 94,9 - 99,8 99,0 94,6 - 100

Valor predictivo 
positivo 97,7 93,3 - 99,5 97,7 93,4 - 99,5 97,2 90,3 - 99,7 98,2 90,6 - 100

Valor predictivo 
Negativo 93,0 89,1 - 95,8 93,3 89,5 - 96,1 95,8 91,0 - 98,4 90,0 82,8 - 94,9

Exactitud 94,5 91,8 - 96,6 94,8 92,1 - 96,8 96,3 92,8 - 98,4 92,8 87,8 - 96,2

Área bajo la curva 93,1 90,3 - 95,9 93,4 90,7 - 96,2 95,3 92,1 - 98,5 91,3 86,7 - 95,9

Tabla 3. Medidas de rendimiento diagnóstico del RT-LAMP en validación en laboratorio y en campo, considerando los resultados de RT-qPCR como 
estándar de referencia.

IC 95%: intervalo de confianza al 95%, RT-qPCR: Transcripción Reversa-Reacción en Cadena de la Polimerasa en tiempo real, RT-LAMP: Transcripción Reversa-
Amplificación Isotérmica Mediada en Lazo

rencia NC_045512.2), se debe considerar que los genes ubi-
cados en el genoma 5´ tienen menos copia durante el ciclo 
de replicación. Por tanto, el gen nsp3 puede tener una menor 
cantidad de ARN durante la replicación en comparación con 
la cantidad de ARN para el gen RdRp, lo que justificaría la 
menor sensibilidad de la prueba RT-LAMP. Para superar es-
tas dificultades, diseñamos un nuevo conjunto de cebadores 
para otras regiones del genoma, especialmente para RdRp. 
para comparar adecuadamente el rendimiento diagnóstico 
considerando la misma región genómica y los ensayos están 
en fase final de validación según los parámetros presentados 
en este trabajo.

También se demostró mediante análisis in silico que el 
conjunto de cebadores utilizados para RT-LAMP era real-
mente específico para detectar las cepas peruanas del SARS-
CoV-2 y no presentaban reacción cruzada con otros coro-
navirus humanos en prueba molecular. Este punto es una 
limitación de este estudio porque el análisis debe realizarse 
in vitro utilizando muestras clínicas, lo que no fue posible 
debido a que el INS no cuenta con muestras clínicas positi-
vas para otros coronavirus humanos. Debido a la necesidad 
de evaluar rápidamente el desempeño de este método de 
diagnóstico y finalmente comenzar a trasferir esta tecnolo-
gía a los puntos de atención, la alternativa de verificar la ocu-
rrencia de reacción cruzada medida por análisis in silico fue 
la más apropiada y científicamente factible en el momento.

La identidad perfecta en la región de alineación de ceba-
dores F3 y B3 con todas las cepas peruanas de SARS-CoV-2 
disponibles también indicó una detección específica y posi-
blemente ningún resultado falso negativo debido a la especi-
ficidad de los cebadores.

La evaluación de la robustez de este protocolo incluyó 
variables como la concentración de cebadores y el volumen 
final de reacción. Esta estrategia consideró la posibilidad de 

que las reacciones fueron realizadas por personas que no tie-
nen contacto rutinario con técnicas de biología molecular. 
Dado que el rendimiento de las reacciones no se vio compro-
metido al utilizar la mitad de las concentraciones de cebado-
res y el 80% del volumen final de reacción, se pueden come-
ter errores técnicos durante el pipeteo de pequeño volumen, 
sin que esto comprometa los resultados.

La RT-LAMP presentó una alta sensibilidad y especifi-
cidad tanto en laboratorio como en campo, obteniéndose 
resultados similares a los reportados por Hu et al. (88,57% y 
98,98%, respectivamente) (21), y menor a lo descrito por Jiang 
et al. (91,4% y 99,5%, respectivamente) (14), así como por Ki-
tagawa et al. (100% y 97,6%, respectivamente) (22). Estas dife-
rencias podrían estar asociadas a los valores de Ct utilizados 
para establecer la positividad por RT-qPCR; además, solo las 
muestras positivas que presentaron valores de Ct > 30 dis-
creparon de las obtenidas por la RT-LAMP en este estudio.

Los valores de concordancia obtenidos entre ambas prue-
bas indicaron la aplicabilidad del protocolo de RT-LAMP como 
una alternativa a la RT-qPCR. La RT-LAMP podría implemen-
tarse en el primer nivel de atención, llegando a ser útil para 
identificar pacientes infectados en la fase de trasmisión activa.

Se encontró que la prueba de RT-LAMP tuvo un VPP de 
97,7%, de manera similar a lo reportado por Jiang et al. (14), y muy 
superior a lo mencionado por Hu et al. (VPP: 91,18%) (21); debe-
mos señalar que este último estudio evaluó 329 muestras de casos 
asintomáticos, a diferencia de nuestro estudio en el que se toma-
ron muestras de casos sintomáticos. De igual forma, la prueba de 
RT-LAMP tuvo un VPN de 93,3%, lo cual es inferior a lo repor-
tado por Jiang et al. (14), quienes encontraron un VPN del 98,1%.

El grado de concordancia en la identificación de SARS-
CoV-2 entre RT-qPCR y RT-LAMP en la valoración clínica fue 
del 94,8%, resultado similar a lo descrito en otros estudios como 
el de Lu et al. (23), y Kitagawa et al. (22), donde fueron superiores al 
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90%. En nuestro estudio encontramos 20 resultados discordantes 
entre RT-LAMP y RT-qPCR en la valoración clínica, 17 FN y tres 
FP; Jiang et al. (14), encontraron cinco resultados discordantes, 
cuatro FN y un FP. Kitagawa et al. (22), reportaron solo dos casos 
discordantes, que fueron FP. Hu et al. (21), también identificaron 
cuatro muestras discordantes (teóricamente FP); sin embargo, 
estos fueron confirmados como positivos para SARS-CoV-2 
mediante una prueba de secuenciación genética.

Tabla 4. Características clínicas y epidemiológicas de los sujetos evaluados 
en campo.

a Paciente no recuerda el inicio de síntomas.
RT-qPCR: Transcripción Reversa-Reacción en Cadena de la Polimerasa en tiempo real
RT-LAMP: Transcripción reversa-Amplificación Isotérmica Mediada en Lazo

Características n %

Sexo

Masculino 185 48,3

Femenino 198 51,7

Grupo etario (años)

Joven (≤ 29) 62 16,2

Adulto joven (30-59) 236 61,6

Adulto mayor (≥ 60) 85 22,2

Signos y Síntomas

Ageusia 19 5,0

Anosmia 37 9,7

Cefalea 214 55,9

Congestión nasal 127 33,2

Diarrea 80 20,9

Dificultad respiratoria 90 23,5

Dolor articulaciones 27 7,0

Dolor de garganta 262 68,4

Dolor Muscular 113 29,5

Dolor Pecho 67 17,5

Fiebre/escalofrío 179 46,7

Irritabilidad/confusión 2 0,5

Malestar general 232 60,6

Nauseas/vómitos 46 12,0

Tos 268 70,0

Tiempo de enfermedad

No especificado a 1 0,3

Primera semana 215 56,1

Segunda semana 167 43,6

Resultado por RT-PCR

Negativo 240 62,7

Positivo 143 37,3

Resultado por RT-LAMP

Negativo 254 66,3

Positivo 129 33,7

Al evaluar el desempeño de la RT-LAMP por el tiempo 
de inicio de los síntomas, se encontró que la sensibilidad y el 
VPN fueron mayores en la primera semana, y aunque el VPP 
y la especificidad mostraron un incremento hacia la segun-
da semana, este aumento no fue significativo. Además, se ha 
informado que RT-qPCR muestra un mayor rendimiento en 
la primera semana de síntomas; estos hallazgos se pudieron 
verificar con el área bajo la curva, que de 95,3% en la primera 
semana se reduce a 91,3% a la segunda semana de inicio de 
los síntomas.

Cabe mencionar que el análisis de datos cuantitativos de 
reacciones RT-qPCR de muestras del tracto respiratorio in-
ferior es muy confiable, especialmente en casos de pequeñas 
cantidades de virus (24); sin embargo, este análisis no se pudo 
realizar en nuestro estudio; identificándose solo un perfil es-
tablecido entre los valores de Ct y el momento de inicio de 
la enfermedad, mostrando que las muestras recolectadas de 
personas en la primera semana de síntomas presentaron va-
lores de Ct más bajos; esto podría indirectamente ocasionar 
que la carga viral sea mayor en estas personas.

En laboratorio se tuvo la limitación de no contar con los 
datos clínicos y epidemiológicos de los sujetos de los cuales 
provenían las muestras, motivo por el cual no se pudo llevar 
cabo un análisis estratificado por tiempo de enfermedad. En 
la evaluación de campo se reconoce el sesgo de memoria de 
los sujetos incluidos en el estudio, debido a que el dato del 
tiempo de enfermedad fue obtenido por autorreporte; un 
único sujeto manifestó no recordar la fecha de inicio de sus 
síntomas, por lo que fue excluido del análisis estratificado. 
Los resultados presentaron intervalos de confianza robustos 
con amplitudes acordes a los estimadores utilizados para la 
determinación del tamaño de muestra, así como a los valo-
res discordantes obtenidos (FN y FP); estudios en los que se 
planifiquen tamaños de muestra con menor error absoluto 
podrían ayudar a aumentar la precisión y por ende reducir 
los intervalos de confianza.

Finalmente, nuestros datos permiten concluir que la prue-
ba RT-LAMP desarrollado in house ha sido validada como 
una alternativa conveniente y aceptable para la detección del 
SARS-CoV-2 en pacientes sintomáticos, estando limitados 
estos resultados a cuadros clínicos dentro de las dos prime-
ras semanas de enfermedad. Esta prueba se plantea como una 
alternativa adicional a las ya existentes, lo que ayuda a satisfa-
cer la demanda diagnóstica que se tiene durante la pandemia 
por la COVID-19. La rápida detección de casos permitiría 
establecer medidas de control efectivas que se traduzcan en 
la interrupción de la cadena de contagios y una deseable 
reducción de la incidencia. 
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