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RESUMEN

Esta revision se centra en describir nuevos sistemas de diagnostico molecular de tipo POC disponibles
en el mercado que pueden implementarse facilmente en farmacias comunitarias y tienen el potencial
de ampliar la cartera de servicios farmacéuticos y hacer una contribucion significativa a la mejora de la
salud publica.

El conocimiento de nuevas técnicas de diagnostico molecular distintas de la PCR es relativamente des-
conocido. Sin embargo, las opciones disponibles son diversas y han alcanzado suficiente madurez tecnolo-
gica para su uso a gran escala. La pandemia de SARS-CoV-2 ha sacado al mercado pruebas de diagndstico
que, en algunos casos, se han utilizado exclusivamente en investigacion durante décadas.

La tecnologia isotérmica de amplificacion de acidos nucleicos sigue evolucionando y es probable que
en los proximos afos seamos testigos de un aumento exponencial de su uso, asi como del desarrollo de
nuevas mejoras que simplifiquen y reduzcan aun mas el coste de cada ensayo.

Igualmente, no podemos obviar el hecho de que durante la pandemia de COVID-19, el publico se ha
habituado a autodiagnosticarse a través de canales de distribucion masiva como las farmacias comunita-
rias, lo que puede abrir el sector a otras enfermedades —como las de transmision sexual o salud animal—,
el control de alimentos, la contaminacion del agua y del aire (hongos) o la presencia de alérgenos.

El conocimiento de estas nuevas tecnologias es esencial estrategia de vigilancia tecnoldgica e inteli-
gencia competitiva del sector farmacéutico.

Diagnosis by isothermal amplification of nucleic acids. Opportunity for community
pharmacies

ABSTRACT

This review focuses on describing new commercially available POC-type molecular diagnostic systems
that can be easily implemented in community pharmacies and have the potential to expand the port-
folio of pharmaceutical services and make a significant contribution to the improvement of public
health.

Knowledge of new molecular diagnostic techniques other than PCR is relatively unexplored. However,
the available options are diverse and have reached sufficient technological maturity for large-scale use.
The SARS-CoV-2 pandemic has brought diagnostic tests to market that, in some cases, have been used
exclusively in research for decades.

Isothermal nucleic acid amplification technology continues to evolve and it is likely that in the coming
years we will witness an exponential increase in its use, as well as the development of new improvements
that further simplify and reduce the cost of each assay.

Furthermore, we cannot ignore the fact that during the COVID-19 pandemic, the public has become
accustomed to self-diagnosing through mass distribution channels such as community pharmacies. Which
can open the sector to other diseases - such as sexually transmitted diseases or animal health -, food
control, water and air contamination (fungi) or the presence of allergens.

Knowledge of them is an essential technological surveillance strategy for the pharmaceutical
sector.
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INTRODUCCION

En los ultimos afios hemos asistido a un cambio de para-
digma en el diagnostico de las enfermedades infecciosas.
La tecnologia ha evolucionado desde sistemas convencio-
nales, relativamente complejos (ELISA, Western Blot, PCR)
realizados en laboratorios especializados y con un tiempo de
respuesta de horas a sistemas sencillos de autodiagnostico
(denominados POC, acronimo del inglés Point of Care). Estos
no requieren un equipamiento complejo, pueden ser realiza-
dos en la farmacia, consulta médica e incluso por el propio
paciente y tienen un tiempo de respuesta de minutos (1).
Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), los test
POC deben cumplir varias caracteristicas sintetizadas en el
acrénimo REASSURED que hace referencia a conectividad
en tiempo real, facilidad de recoleccion de muestras, asequi-
bilidad, sensibilidad, especificidad, facilidad de uso, rapidez
y robustez (2).

La OMS considera a los test basados en la amplificacion
del material genético —como la PCR— como los de referen-
cia en el diagnostico de las enfermedades infecciosas (2).
Sin embargo, estos sistemas se han resistido —hasta ahora—
a su adaptacion al paradigma de métodos tipo POC. Los cua-
tro tipos de test de diagndstico de enfermedades infecciosas
han alcanzado la categoria POC o estan proximos a ella.
Primeramente, los basados en la deteccion de proteinas pro-
pias del patégeno, denominados de antigenos que incluyen
los ampliamente conocidos test rapidos de flujo lateral. La
deteccion de anticuerpos frente al agente infeccioso —sero-
l6gicos— serian el sequndo tipo, usados para confirmar una
infeccion pasada o en curso. Podriamos citar en tercer lugar
la cuantificacion de metabolitos inducidos por la infeccion
como pueden ser la presencia de nitritos en infecciones de
orina. Finalmente, disponemos de los que permiten detectar
el material genético —ADN o ARN— comunmente desig-
nadas como técnicas moleculares. La PCR estaria en esta
categoria, pero no esta considerada como un sistema POC
por la necesidad de realizarse en un laboratorio y con equi-
pamiento especializado (3).

La informacion practica que proporcionan la deteccion
de antigenos o ADN/ARN es similar, siendo un marcador
especifico de una infeccion activa (4,5). Los anticuerpos
pueden complementar la informacion anterior, revelando
una infeccion previa (IgG) o en curso (IgM) (5). Los test de
metabolitos son muy utiles pero inespecificos y no permi-
ten discriminar un patégeno concreto (6,7). Los sistemas de
diagndstico molecular son significativamente mas sensibles
que los diagndsticos antigénicos, presentando un limite de
deteccion de muy pocas copias del material genético diana.
Ademas de la informacion cualitativa, los test moleculares
también pueden ser cuantitativos, permitiendo monitorizar
la evolucion de la carga viral o bacteriana en el tiempo y en
consecuencia la respuesta al tratamiento (8). Sin embargo,

presentan varias desventajas, como son la necesidad de una
purificacion del material genético antes de la PCR, uso de
un equipo mas costoso, personal entrenado para realizar las
pruebasy un lapso de tiempo mas dilatado entre la toma de
la muestra y el resultado final (9).

Esta revision se centra en la descripcion de los nuevos
sistemas de diagnostico molecular tipo POC disponibles en
el mercado y que pueden ser facilmente implementados en
la farmacia comunitaria, con el potencial de ampliar la car-
tera de servicios farmacéuticos y contribuir de forma signi-
ficativa a la mejora de la salud publica (10).

El conocimiento de las de nuevas técnicas de diagnos-
tico molecular diferentes de la PCR es relativamente desco-
nocido. Sin embargo, las opciones disponibles son muy va-
riadas y han alcanzado una madurez tecnoldgica suficiente
para su uso masivo (11,12). La pandemia de SARS-CoV-2 ha
contribuido a poner en el mercado test de diagndstico que
en algunos casos tenian varias décadas de uso exclusiva-
mente a nivel de investigacion.

MERCADO DE TEST ISOTERMICOS
‘POINT OF CARE'

Los datos disponibles de Comision Europea sobre los test
de diagndstico molecular de SARS-CoV-2 son un indicativo
de la implantacion de las tecnologias isotérmicas compara-
das con los sistemas convencionales basados en PCR para
la deteccion de enfermedades infecciosas (13). Los test iso-
térmicos constituyen un porcentaje pequefio con respecto
a los sistemas basados en PCR incluyendo los convencio-
nales y los automatizados —cerca del nivel POC—. De los
304 test comercializados en Europa con marca CE (https://
covid-19-diagnostics.jre.ec.europa.euf), sélo 25 son isotérmi-
cos y de ellos 16 se corresponden con la tecnologia LAMP
(Loop-mediated isothermal amplification) (14).

El resto de tecnologias isotérmicas solo tienen disponi-
bles unicamente uno o dos test comerciales para la deteccion
ultrasensible del SARS-CoV-2 estas incluyen la Cross-Pri-
ming Amplification (CPA), Helicase Dependent Amplification
(HDA) (15), Smartamp (16), Strand Displacement Amplifica-
tion (SDA) (17), y Nicking and Extension Amplification Reac-
tion (NEAR) (18) (figura 1). Para otros patdgenos también
hay disponibles test de amplificacion isotérmica, por ejem-
plo, tuberculosis (19), gripe (20), VIH (21), candida (22), en-
fermedades de transmision sexual (gonorrea, clamidia, urea-
plasma, micoplasma y papilomas) (23,24), entre otras.

En otro contexto, también relacionado con aplicaciones
en farmacia comunitaria, recientemente se ha aprobado el
uso de un test rapido de amplificacion de ADN isotérmico
para la deteccion de mutaciones vinculadas a toxicidad por
aminoglucdsidos (25).
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Figura 1 Sistemas de diagndstico molecular por amplificacion de gcidos nucleicos comercializados en Europa, con marca CE
para diagnostico del SARS-CoV-2. PCR manual (n=257), PCR automatizada proxima a nivel Point of Care (n=21). Isotérmicos
(n=25) de los cuales LAMP (n=16), CPA (n=2) y HDA, SDA, NEAR y Smartamp (1 test disponible de cada tipo). Creado a partir de

los datos de la Comision Europea (13).

Fuente: elaboracion propia.
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CARACTERISTICAS COMUNES

DE LOS TEST ISOTERMICOS

La simplicidad del equipamiento y de la metodologia ne-
cesaria para realizar los test isotérmicos, asi como, la ra-
pidez en su realizacion los hace adecuados para test tipo
POC, especialmente en entornos con recursos limitados
donde puede faltar equipo de laboratorio sofisticado (11).
Sus particularidades podrian resumirse en los siguientes
puntos:

® Reaccion isotérmica. A diferencia de la PCR, que implica
de 30 a 40 ciclos de tres temperaturas (desnaturalizacion
del ADN, union de cebadores y polimerizacion), los siste-
mas de amplificacion isotérmica operan a una tempera-
tura constante. Esto simplifica la instrumentacion nece-
saria para la reaccion ya que un simple termobloque que
funciona a modo de bafio maria es suficiente.

e Eficiencia de amplificacion. Los sistemas isotérmicos
pueden lograr una amplificacion rapida y eficiente de los
acidos nucleicos. La amplificacion es exponencial, lo que
permite la deteccion de pequefas cantidades de acidos
nucleicos del patégeno diana. La incorporacion de una
etapa de retrotranscripcion anterior a la amplificacion
permite detectar virus de ARN.

® Disefio de cebadores. Al igual que otros métodos de
amplificacion de acidos nucleicos, la amplificacion iso-
térmica depende del uso de cebadores que se unen por
complementariedad de bases a secuencias especificas del
material genético del patégeno. El disefio de los cebado-
res es fundamental para la especificidad y eficiencia de
la reaccion. Esta es una de las principales limitaciones
para estas tecnologias ya que en algunos casos requieren
unos cebadores modificados que incorporan caracteris-
ticas especificas como regiones de auto apareamiento
para formar bucles o bien sitios de reconocimiento de
corte con nucleasas. Por ejemplo, las tecnologias LAMP y
Smartamp generan estructuras en bucle como interme-
diarios en el proceso de amplificacion. Estas estructuras
en bucle contribuyen al alto rendimiento y velocidad de
la reaccion.

® Estos sistemas amplifican el ADN utilizando ADN polime-
rasas especializadas. Estas tienen capacidad de despla-
zamiento de la doble hebra del ADN, mediate la rotura
de puentes de hidrogeno, desenrollandolo a medida que
realizan la polimerizacion. Por ejemplo, la polimerasa Bst
(aislada de la bacteria Bacillus stearothermophilus) se
usa comunmente en reacciones de amplificacion isotér-
mica.

® |os métodos de deteccion del ADN amplificado varian,
pero a menudo implican la medida en tiempo real de la
reaccion mediante fluorescencia, turbidez o colorimetria.
Aunque el uso de un lector es necesario en la mayoria de
los casos, en algunos sistemas comerciales, el diagnostico
se puede lograr mediante simple inspeccidn visual.

CARACTERISTICAS ESPECIFICAS

LAMP- Loop-mediated isothermal amplification
y Smartamp

Su caracteristica fundamental es el uso de 4 cebadores, dos
externos convencionales y dos internos que tienen comple-
mentariedad de bases con una region en el extremo 3" de
la cadena de ADN. Después de la union de los cebadores, la
ADN polimerasa incorpora nuevos nucleotidos y genera un
intermediario de ADN monocatenario que se pliega sobre
si mismo mediante la formacion de puentes de hidrdgeno
intracatenarios. Este intermediario es un nuevo sustrato
para la ADN polimerasa que lo extiende nuevamente por in-
corporacion de nucledtidos, generando un nuevo fragmento
de ADN bicatenario. Los cebadores externos contribuyen a
formar nuevo ADN diana para los cebadores internos. Este
procedimiento genera fragmentos de ADN en tandem de
varias kilobases de longitud en un proceso altamente efi-
ciente, incluso dos érdenes de magnitud superior a un PCR
convencional, una representacion grafica del proceso puede
consultarse en la referencia Tomita N. et al (26). Las estima-
ciones indican que a partir de una sola copia de ADN/ARN
pueden generarse hasta 109 copias en unos 30 minutos. La
reaccion tiene lugar a 65°C que es la temperatura éptima
para la ADN polimerasa Bst. En el caso de deteccion de virus
de ARN, la amplificacion viene precedida de un paso de re-
trotranscripcion de ARN a ADN complementario.

Una de las ventajas del sistema LAMP es que es muy resis-
tente a inhibidores de la ADN polimerasa presentes en los flui-
dos bioldgicos, permite amplificar el material genético de un
patogeno, sin necesidad purificacion y a partir de todo tipo de
muestras como saliva, esputo, orina, heces o incluso aguas re-
siduales (27-30). Ha sido descrita una sensibilidad de 1 copia
por uLy una especificidad mayor al 959% en todos los estudios
(11,12,27,31). Uno de los inconvenientes de LAMP es que no
podia realizar amplificaciones de varias dianas simultanea-
mente, sin embargo, una modificacion de la técnica denomi-
nada Omega de Atila Biosystems, si lo permite (32). La mayoria
de los test disponibles utilizan una medida de la fluorescencia
a tiempo final para la determinacién de la positividad para
ello incorporan un agente intercalante que solo es fluorescen-
te cuando se incorpora a la doble hélice del ADN. También se
puede utilizar la turbidimetria o colorimetria (tabla 1).

Una variante del método LAMP desarrollada en Japon y
comercializada como Smartamp, también utiliza un conjun-
to de 5 cebadores que forman bucles de autoapareamiento
(34,35). Un esquema del método puede consultarse en la
publicacion de Ishikawa y Hayashizaki (36). Actualmente, la
empresa Evotech-Mirai Genomics utiliza la tecnologia Smart-
Amp para COVID-19. En el diagndstico de COVID-19, se ha
comunicado una sensibilidad del 849% y una especificidad del
95% comparada con una PCR estandar (16) (tabla 1). Esta
metodologia también se ha empleado para el diagndstico de
tuberculosis (37), gripe (38) y en farmacogenética (36,39).
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Tabla 1 Seleccion de test de diagnostico basados en sistemas isotérmicos comercializados en Europa con marcado CE (33)

Tiempo LDD
Diana Fabricante Nombre comercial Técnica y lectura (min) (copias/ul)
é/:F;i'COV'Z Pfizer Lucira LAMP. Equipo portatil de bolsillo 30 135
SARS-CoV-2 . .
Gripe RSV Abbott ID now NEAR. Equipo de sobremesa pequefio 6-12 ND
SARS-Cov-2 | AU Atila iAMP LAMP. Equipo de medida de 70 10
BioSystems fluorescencia
SARS-CoV-2 | C4Diagnostics | C4Covid-19 LAMP. Equipo de medida de 20 100
fluorescencia
SARS-CoV-2 | Canary Global | DigiGENE™ COVID-19 | “AMP- Cartucho portatil reutilizable 20 60
con lectura en el movil
SARS-Cov-7 | CaPitalBio SARS-CoV=2 Nucleic 1 \vip Microfluidica portatil 45 15
Technology Acid
SARS-CoV-2 Centrum Badan | CBDNA RT-LAMP rapid LAMP. Fluorescencia 20 10
DNA test
SARS-CoV-2 | Dotz Nano Dot; SARS-CoV-2 LAMP. Eqmpo de medida de 4 195
Rapid fluorescencia. Formato en placas
SARS-CoV-2 | Enbiotech SARS-CoV-2 POC LAMP. Equipo portatil de medida de 60 50
fluorescencia
SARS-CoV-2 | Genomtec SA | GenomtecSARS-Cov-2 | Mr- Equipo portatil de medida de 30 20
fluorescencia
SARS-Cov-p | Green Cross GENEDIA W COVID-19 | LAMP. Colorimetria 32 100
Medical Science
Guangzhou : : » :
SARS-CoV-2 Pluslife Biotech Pluslife LAMP. Equipo portatil de fluorescencia 40 30
SARS-CoV-2 | Hayat Genetics | Hayat Rapid LAMP. Colorimetria 30 5
Langfang
SARS-CoV-2 | Xinruikang COVID-19 NA LAMP. ND 30 50
Biotechnology
SARS-CoV-2 | MD-Bio Inc. MD-Bio BCC19 LAMP. Colorimétrico 30 75
SARS-CoV-2 | Pharmaline AS | LAMPIGEN LAMP. Equipo portatil de fluorimetria 30 3
SARS-Cov-2 | >CIdiBONOStes |\ vt covID-19 | LAMP. ND 45 ND
Deutschland
SARS-CoV-2 | STAB VIDA Dr Vida pocket tﬁ:\fiﬁ'oEq“'po de fluorescencia de 45 75
SARS-CoV-2 | Vicare Solution | Vicare Rapid FL LAMP. Fluorimetria o colorimetria 30 150
Xiamen Jiging
SARS-CoV-2 | Biomedical SARS-Cov=2 LAMP. ND 30 50
Isothermal
Technology
SARS-CoV-2 | Sense Bio Veros COVID-19 SDA 15 86
LLC EMG- . ,
SARS-CoV-2 | Evotech Mirai SmartAmp SARS- Sma_rtamp. Flgommet’rl.a con 40 100
. CoV-2 minilaboratorio portatil
Genomics
SARS-CoV-2 | Quidel Solana SARS Cov-2 | HDA- Fluorescencia con equipo de 25 100
sobremesa
SA.RS_COV_z U_star . EasyNAT® System Fluorescencia con incubador de bolsillo 15 20
Gripe Biotechnologies
ND: no disponible en las bases de datos LDD: limite de deteccion; RSV: virus respiratorio sincitial. Strep A: estreptococo grupo A.
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SDA-Strand Displacement Amplification y NEAR-
Nicking and Extension Amplification Reaction
Originalmente desarrollada por la empresa Beckton-Dickin-
son (40), la técnica SDA requiere la combinacion de 4 ce-
badores, dos externos convencionales y dos internos que
contienen la secuencia de reconocimiento de corte de una
nucleasa de cadena sencilla (Nt.BstNBI), también es nece-
saria una ADN polimerasa con desplazamiento de hebra. En
una primera fase, con los cebadores externos se generan
fragmentos de ADN monocatenario sobre los que hibridaran
los cebadores internos. La polimerasa extendera estos ceba-
dores generando un ADN bicatenario que contiene sitios de
corte por la nucleasa en ambos extremos. El corte de una
de las hebras de ADN por la nucleasa genera un extremo
3" libre en el ADN, que es sustrato de la polimerasa la cual
produce un nuevo ADN bicatenario que hibridara con los
cebadores reversos. Este proceso ocurre de forma continua,
generando una gran cantidad de ADN facilmente detecta-
ble mediante fluorescencia con agentes intercalantes. Un
esquema del funcionamiento de esta técnica puede consul-
tarse en la publicacion de Leonardo S et al. (41).

Para COVID-19 el test tipo SDA tiene una sensibilidad
del 979% comparada con una PCR de referencia y una es-
pecificidad del 100% (42,43). El limite de deteccion es muy
bajo situandose entre 1-10 copias/pl (44). Ademas de su
uso para COVID-19, SDA esta aprobada para la deteccién
de enfermedades de transmision sexual (C. trachomatis, N.
gonorrhoeae y HHV-1/2) (12,45).

HDA- Helicase Dependent Amplification

Esta tecnologia es realmente sencilla, primeramente, el ADN
se desnaturaliza por calor. Esto permite la union de un par de
cebadores a una secuencia diana complementaria. A conti-
nuacion, una enzima denominada helicasa —en presencia de
una proteina estabilizadora de ADN monocatenario— abre la
doble hélice del ADN y una ADN polimerasa replica las dos
cadenas. Reiteradamente, la ADN helicasa utiliza el ADN re-
cién sintetizado como nuevos sustratos, iniciando una nue-
va ronda de replicacion. Este hecho genera una reaccion en
cadena, que da como resultado una amplificacion exponen-
cial isotérmica de la secuencia de acido nucleico especifica.
Un esquema del proceso puede encontrarse en el articulo de
Vincent et al. (15). La tecnologia de HDA ha sido comercia-
lizada en Europa por la empresa Quidel para el diagnostico
del SARS-CoV-2 (tabla 1). Tiene una sensibilidad del 95% y
especificidad del 99% con respecto a una PCR, situandose el
limite de deteccion en 7,5 copias del virus (46). También se
ha utilizado para la deteccion de VIH-1 (47), estreptococos
del grupo A (48), Neisseria gonorrhoeae (49), Clostridium
difficile (50) o Staphylococcus aureus (51).

CPA-Cross Priming Amplification
Al igual que las tecnologias LAMP y Smartamp, utiliza
un conjunto de hasta 6 cebadores que forman bucles de

autoapareamiento en un complejo intermediario que fa-
vorece la replicacion exponencial del fragmento de ADN
diana. Los detalles técnicos pueden consultarse en el ar-
ticulo de Xu G et al. (52). Actualmente este sistema esta
comercializado por la empresa Ustar Biotechnologies en
Europa para el diagnostico del SARS-CoV-2 (tabla 1). Pre-
senta una sensibilidad del 95% comparada con la PCR y
una especificidad del 989%, el limite de deteccion esta en
torno a 20 copias/ul. CPA también se ha incluido en test
moleculares rapidos para la deteccion de otros patdgenos
como VIH, tuberculosis, gripe y enfermedades de transmi-
sion sexual (53,54).

CONCLUSIONES

Como hemos podido comprobar, existen una gran variedad
de formatos y tecnologias que pueden adaptarse a la dis-
ponibilidad de casi cualquier entorno desde laboratorios de
investigacion o clinicos hasta hogares, pasando por las far-
macias.

Las tecnologias isotérmicas de autodiagnostico o POC
constituyen una alternativa competitiva a la PCR conven-
cional realizada en laboratorios especializados o centros de
referencia. El coste-tiempo desde la toma de muestra a los
resultados, asi como la facilidad para su implementacion en
farmacias comunitarias, constituye un potencial nicho de
mercado para las mismas. A pesar de todo ello, el volumen
de las pruebas isotérmicas que se realizan es relativamente
reducido y muy desconocido en nuestro entorno.

Las farmacias constituyen uno de los puntales de la
atencion sanitaria primaria, especialmente en momentos de
saturacion de urgencias y ambulatorios. Por ello, contar con
un arsenal diagnostico de facil implementacion y uso cons-
tituye una herramienta esencial para el control y manejo de
las enfermedades infecciosas, tal como hemos podido com-
probar durante la pandemia del COVID-19.

Las tecnologias isotérmicas estan en evolucion perma-
nente y en los proximos afos asistiremos —con toda proba-
bilidad— a un crecimiento exponencial del uso de las mismas
y a nuevos desarrollos tecnolégicos que simplifiquen y aba-
raten aun mas el coste por determinacion. El conocimiento
de las mismas es una estrategia esencial de vigilancia tecno-
l6gica e inteligencia competitiva de las oficinas de farmacia.
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