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RESUMEN

El diagndstico molecular es una herramienta clave con aplicaciones en salud
humana, veterinaria y seguridad alimentaria, entre otras areas. En salud humana, la
pandemia de COVID-19 impulsé el uso masivo de pruebas de reaccién en cadena de
la polimerasa en tiempo real (también conocidas como gPCR cuando es de caracter
cuantitativo), que permitieron tamizajes a gran escala y millones de diagndsticos
a nivel global, consolidando a la gPCR como la técnica molecular mas utilizada en
la historia. Sin embargo, el acceso a estas pruebas no fue equitativo en todos los
paises, ya que la gPCR requiere infraestructura especializada y equipos de un costo
elevado. Frente a esta limitacion, la amplificacion isotérmica de acidos nucleicos ha
surgido como una alternativa revolucionaria en diagnéstico molecular, permitiendo
la deteccion rapida y precisa de patdgenos y biomarcadores sin necesidad de equipo
sofisticado. En este articulo, se abordan tres métodos que estan marcando el futuro
de la deteccion molecular: NASBA (Amplificacion Basada en Secuencias de Acidos
Nucleicos), LAMP (Amplificacién Isotérmica Mediada por Bucle) y RPA (Amplificacion
por Recombinasa y Polimerasa). Cada técnica ofrece ventajas en sensibilidad,
especificidad y facilidad de uso, haciéndolas especialmente adecuadas para entornos
de bajos recursos y diagndsticos en el punto de atencién. Estas tecnologias no solo
pueden revolucionar el diagnostico, sino también permitir una respuesta rapida y
efectiva ante nuevas crisis sanitarias.

ABSTRACT

Molecular diagnostics is a key tool with applications in human health, veterinary
science, and food safety, among other areas. In human health, the COVID-19
pandemic spurred the widespread use of real time polymerase chain reaction (also
known as qPCR when it when used in quantitative analysis) tests, enabling large-
scale screenings and millions of diagnoses worldwide, establishing qPCR as the most
widely used molecular technique in history. However, access to these tests was not
equitable across countries, as qPCR requires specialized infrastructure and costly
equipment. To address this limitation, nucleic acid isothermal amplification has
emerged as a revolutionary alternative in molecular diagnostics, enabling rapid and
accurate detection of pathogens and biomarkers without the need for sophisticated
equipment. This article discusses three methods shaping the future of molecular
detection: NASBA (Nucleic Acid Sequence-Based Amplification), LAMP (Loop-Mediated
Isothermal Amplification), and RPA (Recombinase Polymerase Amplification). Each
technique offers advantages in sensitivity, specificity, and ease of use, making them
particularly suitable for low-resource settings and point-of-care diagnostics. These
technologies not only have the potential to revolutionize diagnostics but also to
enable a rapid and effective response to future health crises.



INTRODUCCION

La pandemia de COVID-19, provocada por el virus
SARS-CoV-2, gener6 la necesidad de desarrollar y
establecer rapidamente tecnologia en diversas areas,
principalmente en la salud humana, educaciony
telecomunicaciones (Clipper, 2020). Particularmente
en el caso de la salud humana, se desarrollaron,
evaluaron y aplicaron vacunas con tecnologia de
ARN mensajero, las cuales no se habian utilizado
masivamente en humanos. También hubo un
gran esfuerzo en la deteccion del SARS-CoV-2,
aplicando pruebas de qPCR (Reacciéon en Cadena
de la Polimerasa en tiempo real) de forma masiva
en todo el mundo, siendo el método recomendado
por la organizaciéon mundial de la salud (OMS) para
diagnosticar y controlar la enfermedad. La qPCR
para detectar el SARS-CoV-2 es la prueba que se ha
utilizado mas en la historia, estimando hasta la fecha
mas de 900 millones solamente en Estados Unidos de
América y en México alrededor de 15 millones (“Total
COVID-19 tests”, https://ourworldindata.org) .

Es por eso que después de la pandemia de la COVID-19,
la mayoria de la poblacién habia tenido contacto y sabia
gue era una gPCR: Una técnica sensible que permitia
saber si estabas o no infectado por el SARS-CoV-2.

La PCR es una técnica desarrollada en la década de
los 80 por el investigador Kary Mullis, la cual permite
amplificar (multiplicar) de forma especifica acidos
nucleicos y asi poder detectar la presencia de ese
fragmento de interés (Mullis et al., 1986). Sin embargo,
la gPCR es una variante desarrollada en la década de
los 90. La gPCR requiere de forma basica una ADN
polimerasa termoestable (llamada Tag), un par de
cebadores (fragmentos pequefios de ADN), sondas

marcadas con un fluorocromo (o también el uso de
un intercalador como el SYBR), buffer de reaccién
y variaciones de temperatura para lograr esta
amplificacion de acidos nucleicos, para llegar a las
diferentes temperaturas es necesario de un equipo
llamado termociclador, el cual tiene la capacidad de
controlar el tiempo y la temperatura.

El termociclador es una de las principales limitaciones
del diagnostico por qPCR, debido a su alto costo,
lo cual impide que todos los paises tengan la
capacidad de equipar sus laboratorios clinicos con
esta tecnologia. Esto se traduce en una disparidad
significativa en el acceso a la tecnologia de diagnostico
molecular, siendo un factor importante en las
diferencias en la cantidad de pruebas de gPCR para
SARS-CoV-2 realizadas en México y E.U.A.

La falta de acceso a estos equipos, reactivos
(polimerasas) y personal especializado en ciertos
paises ha sido un obstaculo para una deteccién
oportuna y masiva, subrayando la necesidad de
desarrollar alternativas mas accesibles para el
diagndstico molecular. Sin embargo, existe una
amplia variedad de kits comerciales basados en qPCR
para la deteccion de diversos patégenos. La Tabla 1
presenta algunos ejemplos de patégenos detectables
mediante esta técnica, junto con el nombre del kit
correspondiente y su fabricante.

Teniendo en cuenta la necesidad de simplificar la qPCR,
se han desarrollado tecnologias alternativas bajo el
mismo principio de la amplificacion de acidos nucleicos,
pero sin necesidad de variar la temperatura evitando
el uso del termociclador. Este tipo de pruebas se han
denominado Técnicas de Amplificacion Isotérmica
y su principal atractivo es que con una temperatura

Tabla 1. Kits comerciales basados en gPCR para la deteccién de patégenos

Patégeno Kit Comercial

Fabricante

Salmonella spp. Condagene® Salmonella

Condalab (condalab.com)

Listeria monocytogenes Condagene® Listeria monocytogenes Condalab

Escherichia coli O157:H7 Condagene® E. coli 0157:H7 Condalab
Campylobacter spp. Condagene® Campylobacter Condalab
Staphylococcus aureus Condagene® Staphylococcus aureus Condalab

Norovirus GI/GlI Vitassay qPCR Norovirus Vitassay (vitassay.com)
Rotavirus A Vitassay qPCR Rotavirus A Vitassay

Adenovirus Vitassay qPCR Adenovirus Vitassay

SARS-CoV-2 Reliance SARS-CoV-2 RT-PCR Kit Bio-Rad (bio-rad.com)
Influenza A/B 'y RSV COVID-19, Flu A/B, RSV Multiplex One-Step RT-qPCR Kit NZYTech (nzytech.com)

Virus del Ebola

RealStar® Filovirus Screen RT-PCR Kit 1.0

Altona Diagnostics (altona-diagnostics.com)
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constante se pueden amplificar los acidos nucleicos.
Existen diferentes técnicas de amplificacion isotérmicas,
entre las mas populares estan NASBA (Amplificacién
Basada en Secuencias de Acidos Nucleicos), LAMP
(Amplificacion Isotérmica Mediada por Bucle) y RPA
(Amplificacién por Recombinasa y Polimerasa). En
la Figura 1 se muestra un resumen de las técnicas
mencionadas con sus respectivas principales
caracteristicas

NASBA

La técnica de NASBA es la pionera en tecnologia de
amplificacion isotérmica de acidos nucleicos. En 1991 el
investigador J. Compton publicé en la revista Nature la
tecnologia de NASBA. El fundamento técnico de NASBA
se basa en el proceso de replicaciéon retroviral, en un
principio se enfocaba a la deteccién de moléculas de ARN
(en la actualidad se ha adaptado a ADN). Para lograr una
amplificacién de acidos nucleicos por medio de NASBA es
necesario utilizar 3 enzimas: transcriptasa inversa (AMV),
T7 RNA polimerasa y RNasa H, ademas de un par de
cebadores especificos a la secuencia a detectar. Por dltimo,
para llevar a cabo la reaccion de NASBA se requiere de una
incubacién a una temperatura constante de 41°C durante
2 horas (Compton, 1991).

qPCR

Termociclador . . o

No. de Enzimas ; . {ﬂg& 1
% 04' g

(&

T ¢ 95°C
emperatura 60°C
72°C
. 60-120 min
Tiempo

(Depende de la polimerasa)

Como se menciond previamente NASBA es una
tecnologia que tiene mas de 30 afios y se han publicado
diversas pruebas para la deteccion de patégenos,
por ejemplo: la deteccion de VPH (Virus del Papiloma
Humano) (Smits et al., 1995), la deteccién de norovirus
(Mao et al., 2024), o la deteccién de SARS-CoV-2 (Kia et
al., 2023).

LAMP

La tecnologia isotérmica de LAMP fue desarrollada por
Notomi y colaboradores en el afio 2000 y actualmente
es la mas utilizada en el mundo en el area de diagndstico
isotérmico (Becherer et al., 2020). Se han publicado una
basta variedad de pruebas para la deteccién de patdgenos
entre ellos el SARS-CoV-2 (Gonzalez-Gonzalez et al., 2021),
EBOV (virus del Ebola) (Kurosaki et al., 2016) y VIH (virus de
la Inmunodeficiencia Humana) (Curtis et al., 2018). Ademas,
se encuentran disponibles en el mercado una gama de
pruebas basadas en esta tecnologia (Becherer et al., 2020).
El fundamento general de LAMP se basa en emplear
una polimerasa (Bst) que funciona a una temperatura de
60°C, en conjunto con 4 cebadores especificos para una
region de ADN (a diferencia del gPCR que solo usa 2) y
de esta forma se puede sintetizar fragmentos de ADN en
incubaciones de 30 a 60 minutos (Notomi et al., 2000).

Técnicas Isotérmicas

NASBA LAMP RPA

I

Figura 1. Comparativa de técnicas moleculares utilizadas en el diagnostico. Caracteristicas principales de las técnicas gPCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa
en tiempo real), NASBA (Amplificacién Basada en Secuencias de Acidos Nucleicos), LAMP (Amplificacién Isotérmica Mediada por Bucle)y RPA (amplificacién por
recombinasa y polimerasa), destacando la necesidad de utilizar el equipo necesario en la gPCR como el termociclador, cantidad de enzimas requeridas para procesar
la reaccion de amplificacién de acidos nucleicos, la temperatura que se requiere para que las enzimas funcionen y su respectiva duracion de la reaccion.
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Recientemente LAMP ha tenido un crecimiento en
su uso debido a que se han desarrollado algunas
presentaciones comerciales de la polimerasa
Bst, las cuales estan contenidas en soluciones
colorimétricas, permitiendo observar la presencia
de la secuencia a detectar (es decir, el ADN del
patégeno) mediante un cambio de color en la
solucion, teniendo una forma sencilla de deteccién.
Esto simplifica significativamente el diagndstico
molecular, ya que solo se necesita contar con
un recipiente (bafio agua) que mantenga la
temperatura a 60°C durante 30 min y observar si la
mezcla de reaccion vira de rojo a amarillo, de esta
forma podemos determinar la presencia o ausencia
del ADN que se estd buscando. Este tipo de
técnicas habilitan la capacidad de hacer diagnéstico
molecular de alta sensibilidad de forma oportuna
sin necesidad de infraestructura costosa como lo
son los laboratorios moleculares y de los equipos
como los termocicladores.

RPA

La amplificacién por recombinasa polimerasa o
también llamada RPA, es de las técnicas isotérmicas
mas modernas, siendo desarrollada en 2006 por
Olaf Piepenburg y colaboradores. Esta tecnologia
isotérmica utiliza al igual que la qPCR un par de
cebadores especificos y complementarios a una
region de ADN, pero la diferencia es que utiliza
un conjunto de proteinas (una recombinasa, una
proteina de unién a ADN, una proteina accesoria y
una ADN polimerasa). La tecnologia de RPA respecto
a la temperatura de trabajo es la mas atractiva debido
a que se puede incubar a temperatura ambiente
constante, porque el sistema es eficiente en un rango
entre 20°C a 42°C (Piepenburg et al., 2006).

Normalmente las pruebas de RPA tienen una duracién
de 60 minutos para lograr la amplificacion de los
fragmentos de ADN y se han publicado una amplia
variedad de pruebas basada en RPA para la deteccion
de patégenos entre los que destacan SARS-CoV-2 (Zingg
et al,, 2023), ZIKV (Zika) (Wand et al., 2018) y Mycoplasma
bovis (Li et al., 2021).

En cuanto a la revelacion de los resultados de RPA, se
han desarrollado diversas alternativas para la deteccién
de muestras positivas a patégenos. Estas van desde
metodologias tradicionales, como la electroforesis en
gel de agarosa, hasta enfoques mas recientes, como el
uso de colorantes o intercaladores fluorescentes, que
permiten la deteccién visual del patégeno sin necesidad
de equipos especializados. La implementacion de
estas técnicas facilita el diagndstico en practicamente
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Figura 2. Representacion de un laboratorio de diagndstico molecular
en tiempos de pandemia (Imagen generada con inteligencia artificial).

cualquier lugar, sin requerir infraestructura costosa (Tan
et al., 2022).

PERSPECTIVAS

La reciente pandemia de COVID-19 ha evidenciado la
necesidad urgente de herramientas de diagndstico
accesibles y eficaces. Aunque la tecnologia qPCR ha
sido fundamental, su complejidad y costo limitan
su disponibilidad en muchas regiones (Figura 2.
Representacion de un laboratorio en una pandemia).
Las tecnologias de amplificacion isotérmica de acidos
nucleicos ofrecen una alternativa prometedora,
con aplicaciones que van mas alla de la deteccién
de enfermedades infecciosas, abarcando también
la identificacién de enfermedades crénicas, cancer,
entre otras. Gracias a su bajo costo, simplicidad
y portabilidad, estas tecnologias pueden ser
implementadas en entornos con recursos limitados,
como comunidades rurales o paises en desarrollo.
No obstante, su adopcion enfrenta desafios, entre
ellos, asegurar la precisién y consistencia de los
resultados en contextos diversos, asi como fomentar
su aceptacion en los sistemas de salud locales. Si se
superan estos retos, estas tecnologias podrian no solo
revolucionar la respuesta a futuras crisis sanitarias,
sino que abren el camino hacia un futuro de atencién
médica mas equitativa y resiliente.
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