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Resumen

El 31 de diciembre de 2019 la comisién municipal de salud de Wuhan (provincia de
Hubei, China) informa sobre un inusitado brote de casos de neumonia en la ciudad.
Posteriormente se determina que se trata de un nuevo coronavirus designado inicialmente
como 2019-nCoV y posteriormente, SARS-CoV-2. El SARS-CoV-2 infecta y se replica en
los neumocitos y macréfagos del sistema respiratorio especificamente en el parénquima
pulmonar en donde reside el receptor celular ACE-2. Esta revisién describe aspectos
relacionados con la transmisién, prevencién, generalidades bioquimicas del SARS-CoV-2y
métodos diagnésticos del COVID-19. Inicialmente se describe la forma de transmisién del
virus y algunas recomendaciones generales para su prevencién. Posteriormente, se hace una
descripcién detallada de los aspectos bioquimicos del SARS-CoV-2, su ciclo infeccioso y la
estructura de la proteina S, la cual estd involucrada con el proceso de ingreso del virus a la
célula. Finalmente, se describen los métodos y pruebas de laboratorio para el diagnéstico

del COVID-19.
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Abstract

On December 31, 2019, Wuhan Municipal Health Commission (Hubei Province, China)
reports on an unusual outbreak of pneumonia cases in the city. Subsequently it is determined
that it is a new coronavirus initially designated as 2019-nCoV and later, SARS-CoV-2.
SARS-CoV-2 infects and replicates in pneumocytes and macrophages of the respiratory
system specifically in the lung parenchyma where the ACE-2 cell receptor resides. This
review describes aspects related to the transmission, prevention, biochemical generalities of
SARS-CoV-2 and diagnostic methods of COVID-19. Initially, it describes the form of virus
transmission and general recommendations for its prevention. Subsequently, a detailed
description is made of the biochemical aspects of SARS-CoV-2, its infectious cycle and the
structure of protein S, which is involved in the process of entry of the virus into the cell.
Finally, the methods and laboratory tests for the diagnosis of COVID-19 are described.

Keywords: SARS-CoV-2, COVID-19, Spike Glycoprotein, Coronavirus Transmission,

Diagnosis.

Introduccion

En una linea de tiempo que llega hasta la
actualidad, una epidemia de casos de in-
fecciones respiratorias bajas detectadas en
Wuhan se informé a la oficina de la OMS
en China, en diciembre de 2.019 (1). El
Centro Chino para el Control y Preven-
cién de Enfermedades (CDC) y los CDC
locales organizaron un programa intensivo
de investigacién de brotes (2).

La etiologia de esta enfermedad, denomi-
nada enfermedad por coronavirus 2019
(COVID-19), se atribuye a un nuevo vi-
rus perteneciente a la familia del coronavi-
rus (CoV) llamado SARS-CoV-2 (3). Este
nuevo virus es altamente contagioso y se ha
expandido rdpidamente por todo el mun-
do. El brote fue declarado por la Organi-

zacién Mundial de la Salud (OMS) como
Emergencia de Salud Publica de Preocu-
pacién Internacional (4). El 11 de marzo,
cuando el nimero de casos de COVID-19
fuera de China aumenté 13 veces y el nu-
mero de paises involucrados se triplicé con
mds de 118.000 casos en 114 paises y mds
de 4.000 muertes, la OMS declaré al CO-
VID-19 una pandemia (5).

Segiin la OMS, las enfermedades virales
contintan surgiendo y representan un pro-
blema grave para la salud publica. En los
tltimos veinte afos, se han producido dos
epidemias adicionales causadas por CoV:
el coronavirus del sindrome respiratorio
agudo severo (SARS-CoV) en 2002 que
provocé una epidemia a gran escala que
comenzd en China e involucré a dos doce-
nas de paises con aproximadamente 8.000



Pefia et al. SARS-CoV-2: generalidades bioquimicas y métodos de diagnéstico

casos y 800 muertes; y el coronavirus del
sindrome respiratorio del Medio Oriente
(MERS-CoV) en 2012 que comenzé en
Arabia Saudita y ha causado aproximada-
mente 2.500 casos y 800 muertes y todavia

causa casos esporddicos (6,7).

Los CoV se han convertido en los prin-
cipales patégenos de brotes emergentes de
enfermedades respiratorias (8,9). Son virus
de ARN monocatenarios de polaridad po-
sitiva, pueden aislarse en diferentes espe-
cies animales y hacer salto de especie, cau-
sando enfermedades en humanos que van
desde el resfriado comtn hasta enfermeda-
des mds graves como el MERS y el SARS
(10,11). Estos tltimos virus probablemen-
te se originaron en murciélagos y luego se
trasladaron a otros mamiferos: la civeta de
palma del Himalaya para SARS-CoV y el
camello dromedario para MERS-CoV, an-
tes de saltar a los humanos (12-14). La di-
nimica del SARS-Cov-2 se desconoce ac-
tualmente, pero se especula que también

tiene un origen animal.

Los gobiernos mundiales trabajan para es-
tablecer contramedidas para detener posi-
bles efectos devastadores de esta pandemia.
Las organizaciones de salud coordinan los
flujos de informacién y emiten directivas
y directrices para mitigar mejor el impacto
de la amenaza. Al mismo tiempo, los cien-
tificos de todo el mundo trabajan incansa-
blemente, y la informacién sobre los meca-
nismos de transmisién, el espectro clinico
de la enfermedad, los nuevos diagnésticos

y las estrategias preventivas y terapéuticas

se estdn desarrollando rdpidamente (15).
Quedan muchas incertidumbres con res-
pecto a la interaccidn virus-huésped y a la
evolucién de la epidemia, con referencia
especifica a los momentos en que la epide-
mia alcanzard su punto mdximo.

Por el momento, las estrategias terapéu-
ticas para tratar la infeccién son solo de
apoyo, y la prevencién dirigida a reducir
la transmisién en la comunidad es nues-
tra mejor arma (16). Las medidas agresivas
de aislamiento en China han llevado a una
reduccién progresiva de casos en los ulti-
mos dias. En Italia, en regiones geogrificas
del norte, inicialmente, y posteriormente
en toda la peninsula, asi como en Espafa
las autoridades politicas y sanitarias estdn
haciendo esfuerzos increibles para conte-
ner un tsunami que desplome los sistemas
hospitalarios y la economia de estos paises

(17,18).

Desde su aparicién en diciembre de 2019
y hasta la fecha se han registrado aproxi-
madamente 12.000.000 de personas infec-
tadas en el mundo con una tasa de mor-
talidad de 7%, y se espera que el niimero
de casos de pacientes infectados aumente
exponencialmente (19). En Colombia, el
numero de casos ya supera los 120.000
infectados, desde la aparicién del primer
caso a inicios de marzo, con mds de 4200
muertes a la fecha (20).

Esta revisién describe los aspectos mds im-
portantes de SARS-CoV-2 desde el punto

de vista bioquimico-estructural y presen-
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ta los métodos de deteccién y diagnéstico

aprobados por la FDA hasta el mes de abril.

Transmision

Los individuos sintomdticos son la fuente
mds frecuente de propagacién del SARS-
CoV-2 (21). La posibilidad de transmisién
antes de que aparezcan los sintomas parece
ser poco frecuente, aunque no hay datos
contundentes para excluirla (22). Ademis,
es posible que las personas asintomdticas
transmitan el virus (23). Estos datos sugie-
ren que el aislamiento es la mejor manera
de contener esta epidemia.

La transmisién se produce a través de go-
titas respiratorias por toser y estornudar.
La transmisién por aerosoles también es
posible en caso de exposicién prolongada
a concentraciones elevadas de aerosoles en
espacios cerrados (24,25). Se sugiere que
otras vias de transmisién incluyen la via
fecal-oral y la superficie ocular (26,27).
El andlisis de los datos relacionados con
la propagacién del SARS-CoV-2 en China
parece indicar que cerca que el contacto
entre individuos es necesario. La propaga-
cién inicial, de hecho, se limita principal-
mente a miembros de la familia, profesio-

nales de la salud y otros contactos cercanos

(24).

Segtin los datos de los primeros casos en
Wuhan y las investigaciones realizadas por
el CDC de China y los CDC locales, el

tiempo de incubacién podria ser general-

mente de 3 a 7 dias y prolongarse hasta 2
semanas, ya que el tiempo mds largo desde
la infeccién hasta los sintomas fue de 12.5
dias (95% IC, 9,2 a 18) (25,28). Estos da-
tos también han mostrado que esta nue-
va epidemia se duplicé aproximadamente
cada siete dias, mientras que el nimero

bédsico de reproduccién (RO) es 2,68 (29).

Prevencion

Las medidas preventivas son la estrategia
actual para limitar la propagacién de ca-
sos. Debido a que una epidemia aumentarg
mientras RO sea mayor que 1, las medidas
de control deben enfocarse en reducir el
valor a menos de 1.

Las estrategias preventivas se centran en
el aislamiento de los pacientes y el con-
trol cuidadoso de la infeccién para man-
tener el R igual a 0, incluidas las medidas
apropiadas que deben adoptarse durante
el diagndstico y la prestacién de atencién
clinica a un paciente infectado. Por ejem-
plo, las gotas, el contacto y las precaucio-
nes en el aire en espacios cerrados deben
manejar con extremo cuidado durante la
recoleccién de muestras, y debe evitarse la
induccién de esputo.

La OMS ha emitido las siguientes reco-
mendaciones generales (16,30):

a) Evite el contacto cercano con sujetos
que padecen infecciones respiratorias

agudas.
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b) Lavese las manos con frecuencia, es-
pecialmente después del contacto con
personas infectadas o su entorno.

c) Evite el contacto sin proteccién con
animales de granja o animales salvajes.

d) Las personas con sintomas de infec-
cién aguda de las vias respiratorias de-
ben mantenerse a distancia, cubrirse
la boca al toser o estornudar con pa-
fiuelos desechables o ropa y lavarse las

manos.

e) Fortalecer, en particular, en los depar-
tamentos de medicina de emergencia,
la aplicaciéon de medidas estrictas de
higiene para la prevencién y el control

de infecciones.

f) Las personas inmunocomprometidas
deben evitar las reuniones publicas.

g) La estrategia mds importante para los
poblados es lavarse las manos con fre-
cuencia y usar desinfectante de ma-
nos portétil y evitar el contacto con la
cara y la boca después de interactuar
con un entorno posiblemente conta-
minado.

Los trabajadores de la salud que atienden a
personas infectadas deben utilizar precau-
ciones de contacto y en el aire para incluir
elementos de proteccién personal como
midscaras N95 FFP3, proteccién para los
ojos, batas y guantes para evitar la trans-

misién del patégeno (31).

Estructura de SARS-CoV-2

El SARS-CoV-2, conocido asi por las espi-
culas presentes en su cdpside que forman
una especie de corona alrededor de su super-
ficie, es un virus de ARN monocatenario y
polaridad positiva de entre 26 y 32 kilobases
de longitud, es un virus envuelto y con una
nucleocdpside de simetria helicoidal, perte-
neciente a la familia Coronoviridae (32,33).
Actualmente, se conocen 4 géneros deriva-
dos de la familia principal: alfa-coronavi-
rus, beta-coronavirus, gamma-coronavirus
y delta-coronavirus. Se sabe que los géneros
alfa y beta-CoV pueden infectar humanos
mientras los otros dos géneros sélo infectan

aves (10).

Las proteinas de SARS-CoV-2 incluyen
proteinas tipo espicula (S), envoltura de
membrana (E) y nucleocdpside (N) (34).
Particularmente, en el SARS-CoV-2, el re-
conocimiento por parte del receptor de la
célula hospedadora se lleva a cabo via endo-
soma mediante un dominio de unién que
dirige la adherencia del virus al receptor ce-
lular, la enzima convertidora de angioten-
sina 2 (ECA-2) (35). La figura 1, muestra
una ilustracién de la estructura del SARS-
CoV-2y el reconocimiento por parte del re-
ceptor viral ECA-2 presente en la superficie

de la célula hospedadora.
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Figura 1. Esquema de la estructura de SARS-CoV-2 en su interaccién con el receptor ECA-2 de la célula hospedadora.
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Ciclo infeccioso de SARS-CoV-2

El ciclo infeccioso de SARS-CoV-2 inicia
con la entrada endosomal del virus a la cé-
lula hospedadora mediante la interaccién
del dominio S1 de la proteina S con recep-
tores ECA-2 presentes principalmente en
neumocitos y enterocitos del sistema respi-

ratorio (36). Una vez ingresa el virus pierde
su envoltura y el genoma viral se libera en el
citoplasma traduciéndose en poliproteinas
virales de replicasa ppla y lab, que luego
se dividen en pequenios productos mediante
proteinasas virales, como se observa en la

figura 2 (37).

Figura 2. Esquema ilustrativo del ciclo infeccioso de SARS-CoV-2.
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El genoma de ARN de SARS-CoV-2 pre-
senta una estructura metilada en el ex-
tremo 5’ y una cola poliadenilada en el
extremo 3’. Esta particularidad hace que
al ARN se le adhieran los ribosomas cito-
plasmdticos para el proceso de traduccién.
SARS-CoV-2 presenta una proteina repli-
casa codificada en su genoma, que le per-
mite producir nuevas copias de su ARN
(38). Al igual que otros virus de la misma
familia del SARS-CoV-2 esta replicasa es
la primera proteina que se sintetiza ya que
una vez que el gen que codifica la replica-
sa es traducido, el proceso se detiene por
un codén de parada. Las nucleocdpsides
virales se ensamblan a partir del ARN ge-
némico y la proteina N viral presente en
el citoplasma, para ello utilizan una pro-
teasa denominada 3CLpro25 que corta la
poliproteina seguido de la gemacién en
el lumen del compartimiento intermedio
Golgi-reticulo endoplasmdtico. Finalmen-
te, los viriones son liberados de la célula
infectada por medio de exocitosis (39).

Estructura de la proteina S

La glicoproteina S es una proteina de mem-
brana integral homo-trimérica tipo I, simi-
lar a las glicoproteinas: 160 de VIH (Env),
hemaglutinina de la influenza (HA) y a la
glicoproteina viral del Ebola (35,40). Est4
organizada en tres dominios: un dominio
extracelular (EC), un dominio de anclaje
transmembranal y un dominio tipo cola
intracelular. El dominio EC contiene dos
subdominios necesarios para el proceso de
reconocimiento por parte de la célula hos-
pedadora (S1) y fusién de la membrana
(S2). El S1 presenta dos dominios indepen-
dientes, un dominio N-terminal (S1-NTD)
y un dominio de unidén al receptor (RBD)
(figura 3a), el cual desempena un papel
clave en los procesos de unién y reconoci-
miento. Durante el proceso de fusién hos-
pedador-virus, la proteina S es cortada en
el limite de los subdominios S1/82 por las
proteasas de la célula hospedadora, liberan-
do un péptido de fusidén el cual es indispen-
sable para la entrada del virus (41).

Figura 2. Esquema coloreado por dominios de la estructura primaria de la proteina S de SARS-CoV-2. RBD, dominio de unién al receptor; SS,
secuencia de las sefiales; S27, sitio de escisién de proteasas; FP, péptido de fusién; HR1, repeticién heptad 1; CH, hélice central; CD, dominio co-

nector; HR2, repeticién heptad 2; TM; dominio transmembranal; CT, cola citopldsmica. Las flechas indican los sitios de accién de las proteasas.
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Actualmente se sabe que la proteina S es
clave para el desarrollo de vacunas, trata-
mientos y métodos de diagndstico (42).
Recientemente, Wrapp y cols. elucidaron la
estructura cuaternaria de la proteina S en la
conformacién de prefusién mediante crio-
microscopia electrénica de alta resolucidn,
técnica de microscopia electrénica, a tem-
peraturas criogénicas, que permite observar
estados conformacionales nativos de pro-
teinas a resolucién atémica (43). El estado
conformacional predominante del trimero
S tiene uno de los tres dominios de unién
al receptor (DUR) rotados en una confor-
macién accesible al receptor, como se puede
observar en la figura 3.

Diferentes estudios han demostrado la in-
teraccién de diferentes tipos de CoV que
comparten la misma afinidad por la ECA-
2 de las células hospedadoras. En el afo
2.003 Li y cols. identificaron una ECA de
células Vero EG6 infectadas con SARS-CoV
que se enlazé eficientemente al dominio S1
de la proteina S del SARS-CoV. Ademis, se
encontré que la enzima ECA-2 en su forma
soluble no se enlaza a los receptores pre-
sente en células infectadas con VIH (44).
Mis adelante, precisamente en el afio 2.020
Hoffman y cols. demostraron que el nuevo
SARS-CoV-2 reconocié el receptor ECA-2
por medio de la proteasa celular TMPRSS2
(proteina transmembranal serina 2) (45).
Mediante experimentos de resonancia de
plasmén superficial (SPR) Wrapp y cols, es-
tudiaron la interaccién ECA-2 con la pro-

teina S caracterizada con una constante de

afinidad (KD) de 1.42 nM (43).

Es importante recalcar que no tUnicamen-
te la ECA-2 es el unico sitio de recepcién
identificado hasta ahora para el ingreso de
SARS-CoV-2 a la célula hospedadora. Me-
diante estudios de docking molecular se sabe
que probablemente son 4 los sitios que uti-
liza la proteina S para unirse a una proteina
chaperona del reticulo endoplasmdtico co-
nocida como GRP78 para lograr su entrada
a la célula hospedadora (42). La GRP78 es
una proteina de choque térmico codifica-
da por el gen HSPAS que juega un papel
importante en el plegamiento de proteinas

(46).

Diagnostico de COVID-19

Las infecciones emergentes por CoV huma-
nos (CoVH) han propiciado el desarrollo de
métodos de diagnéstico rdpidos, sensibles y
especificos. Desde pruebas moleculares tipo
reacciéon en cadena de la polimerasa con
transcriptasa inversa (RT-PCR) hasta dis-
positivos moleculares integrados, de acceso
aleatorio y en el punto de atencién (POCT,
por sus siglas en inglés de Point-of-care tes-
ting), altamente seguros para el personal de
salud y accesibles en hospitales y clinicas a
nivel mundial.

Debe tenerse en cuenta que, a pesar de la
precisién y rapidez de los métodos utiliza-
dos en el laboratorio, el diagnéstico opor-
tuno de neumonias virales como la causada
por el SARS-CoV-2 implica recolectar una
dptima muestra del paciente: del lugar indi-
cado, con los cepillos recolectores recomen-
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dados, en la cantidad necesaria y el momen-

to adecuado.

Pruebas de laboratorio para
SARS-CoV-2

1. RT-PCR

Tan pronto como se conocié la secuencia
viral de SARS-CoV-2, la PCR acoplada a
transcripcién reversa, fue el primer méto-
do empleado para diagnosticar COVID-19,
debido a que las sondas de hidrélisis y ceba-
dores necesarios para la deteccién de genes
diana especificos se pueden producir rdpi-
damente (Figura 4E).

En enero, la OMS se encargé del diseno y
distribucién de las primeras RT-PCR para
detectar SARS-CoV-2. Este protocolo es
complejo y costoso, tarda entre 4 a 6 horas
y requiere el envio de las muestras clinicas
a laboratorios de diagndstico grandes y cen-
tralizados, por lo que requiere de personal
profesional y el tiempo de respuesta es de
mdaximo 24 horas (47).

2. Pruebas rapidas de antigeno

Ofrecen economiay obtencién de resultados
en un tiempo corto, aunque en ocasiones
a expensas de la sensibilidad de deteccién,
como se ha visto en otros casos, por ejem-
plo, con los virus de influenza (48,49). No
obstante, el ensayo inmunocromatografico
de fluorescencia para el diagnéstico de CO-
VID-19 propuesto por Diao et al, podria

ser un método preciso para detectar en 10
minutos la proteina de la nucleocipside del
nuevo coronavirus a partir de una muestra
tomada con un hisopo nasofaringeo. Esta
proteina también se pudo detectar en la ori-
na del 73% de los pacientes diagnosticados
evaluados en este estudio (Figura 4B) (50).

Aparte de recolectar la muestra cuando los
titulos virales son mds altos, otra de las
medidas que se pueden implementar en la
practica clinica ambulatoria para aumentar
la sensibilidad diagnéstica de las pruebas
rapidas de antigeno, y que ya ha funciona-
do antes en la deteccién de los virus de la
influenza A y B, es la conjugacién de anti-
cuerpos monoclonales al oro coloidal como
reactivo de deteccién rdpida de virus respi-
ratorios (51).

3. Ensayos serologicos

No se usan rutinariamente para diagnosti-
car infecciones por CoV, su importancia ra-
dica en la comprensién de la epidemiologia
de los CoVH emergentes y en el papel de
las infecciones asintomdticas, que al parecer
son mds frecuentes de lo que se crefa (52).
Para el 12 de marzo, en China, seis ensayos
serolégicos ya tenian la aprobacién urgente
de la Administracién Nacional de Produc-

tos Médicos (tabla 1, figura 5A).

Recientemente, se demostré la deteccién
de anticuerpos IgM e IgG, 5 dias después
del inicio de los sintomas en 39 pacientes

infectados con SARS-CoV-2 (53). La se-

rologia se podria indicar para diagnéstico
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complementario cuando las pruebas ripidas  cesaria para realizar ensayos moleculares o
p p p p y

de antigeno no estén disponibles, cuando la  cuando estos ensayos no pasen los controles

muestra recolectada no tenga la calidad ne-  requeridos.

Tabla 1. Ensayos seroldgicos autorizados en China para el diagndstico de laboratorio de infecciones por

20

SARS-CoV-2.
Método Fabricante Caracteristicas Objetivos
Técnica inmunolégica de . Inmunoensayo de flujo lateral de 15 Anticuerpos IgM/IgG contra
oro coloidal Wondfo Biotech minutos SARS-CoV-2 (54,55)
Técnica inmunoldgica de Innovita Biological Inmunoensayo de flujo lateral de 15 Anticuerpos IgM/IgG contra (56)
oro coloidal Technology minutos SARS-CoV-2
Quimioluminiscencia de - . Utilizando el analizador magnético Anticuerpos IgM contra SARS-
particulas magnéticas. Bioscience (Chongging) automatizado: Axceed 260 CoV-2 67)
Quimioluminiscencia de L . Utilizando el analizador magnético Anticuerpos IgG contra SARS-
particulas magnéticas. Bioscience (Chongging) automatizado: Axceed 260 CoV-2 57)
Tiempo de respuesta, 29 min;
Inmunoensayo de X . Rendimiento, 400 pruebas / hora; .
microparticulas Xiame.:n Wantai Kairui Sensibilidad, 94,8%; Especificidad, 99,7% Anticuerpos totales (IgM, IgG e (57)
. .. Biotechnology X L. IgA) contra SARS-CoV-2
quimioluminiscente Usando el analizador automitico de
quimioluminiscencia Caris 200
Técnica inmunoldgica de | Guangdong Hexin Health . L Anticuerpos IgM contra SARS-
or6 coloidal Technology Co Deteccién rdpida y cualitativa CoV-2 (57)

Fuente: Autores.

4. Secuenciacion

La secuenciacién genética es la forma mds
precisa y confiable de identificar el SARS-
CoV-2, ademds, proporciona una base efec-
tiva para el posterior desarrollo de kits de
RT-PCR sensibles y especificos, es la tnica
forma de rastrear las mutaciones del virus,
puede brindar informacién valiosa para el
desarrollo de vacunas, para realizar estu-

dios sobre el mecanismo de patogenicidad,
propagacién y epidemiologia genética de
SARS-CoV-2 con el fin orientar de mejor
manera las medidas de prevencién.

Inicialmente, se utilizé el sistema de se-
cuenciacion DNBSEQ-T7 de ultra alto
rendimiento de MGI Tech, cuya tasa de
precisién puede alcanzar el 100% y puede
completar todo el proceso de deteccién des-
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de la extraccién de 4cidos nucleicos hasta
el informe de resultados en 20 - 22 horas
(58). Sin embargo, el costo es alto, la opera-
cién es complicada y no es adecuada para la
deteccién de rutina en una clinica (Figura

4F).

5. Amplificacién isotérmica en chip de
sistema de microfluidica

La amplificacién y las reacciones son iso-
térmicas en funcién del efecto sinérgico de
la transcripcién inversa y la transcriptasa,
utilizando sondas fluorescentes especificas
para la deteccién de fluorescencia en tiem-

po real.

Es un ensayo de alta precisién que emplea
chips microfluidicos, controles de calidad,
tecnologia anticontaminacién y tiene una
alta sensibilidad en la deteccién simultd-
nea de multiples genes objetivo, incluyendo
SARS-CoV-2, virus de la gripe A, virus de
la gripe HINT, virus de la gripe A H3N2,
virus de la gripe B, virus sincitial respirato-
rio y otros patégenos, con el fin de descartar
diferentes etiologias, optimizar los recursos
del sistema de salud y conocer el porcentaje
de coinfecciones.

Las muestras positivas creardn una curva de
amplificacién de aspecto sigmoideo similar
a la PCR de fluorescencia en tiempo real,
los resultados se interpretan con ayuda de
un software y generalmente toma 1,5 horas.
Sin embargo, algunos patdgenos pueden

pasarse por alto (Figura 4H) (59).

6. Inmunoensayo magnético quimiolu-
miniscente

Este ensayo emplea péptidos sintéticos de
SARS-CoV-2, sintetizados a partir de la se-
cuencia genémica, para detectar anticuer-
pos contra este CoV. Para garantizar una
alta especificidad, la regién escogida debe
tener una homologia baja en relacién con
otros CoV. Los péptidos biotinilados y pu-
rificados estdn unidos a perlas magnéticas
recubiertas con estreptavidina. Las perlas se
hacen reaccionar con los anticuerpos con-
jugados y con el sustrato (Figura 5B) (60).
Este método es altamente sensible, especi-
fico, reproducible y completamente auto-
matizado, los resultados generalmente se
producen en 30 minutos. Sin embargo, se
requiere un equipo especial de deteccién de

quimioluminiscencia.

7. Amplificacion isotérmica de dcidos
nucleicos

Ensayo automatizado que detecta dcidos
nucleicos virales especificos de SARS-
CoV-2 utilizando tecnologia de amplifi-
cacién a la misma temperatura. Las plan-
tillas (similares a los cebadores) se dirigen
al ARN de SARS-CoV-2 y amplifican una
region unica. Se utilizan balizas moleculares
marcadas con fluorescencia para identificar
especificamente cada una de las dianas de
ARN amplificadas. En comparacién con el
método de PCR fluorescente, los requisitos
del equipo son menores, proporciona ca-
lentamiento, mezcla y deteccién, y general-
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mente se obtienen resultados en 15 minutos

(Figura 4G) (61).

8. Método de inmunofluorescencia de
captura hibrida

Sistema de deteccién rdpida in situ de los
dcidos nucleicos de SARS-CoV-2 en un solo
paso. No requiere extraccién, purificacién
de 4cidos nucleicos, ni amplificacién por
PCR. El ARN vy la sonda especifica forman
hibridos (ARN/ADN) que son identifica-
dos por anticuerpos especificos y una solu-
cién quimioluminiscente. La fluorescencia
emitida se mide en un luminémetro, obte-
niendo resultados cualitativos de la presen-
cia del virus. Estos kits de prueba se pue-
den almacenar y transportar a temperatura
ambiente, lo cual minimiza la logistica ne-
cesaria de la cadena de frio, el tamano del
equipo de deteccién es pequefo, portdtil y
el tiempo de deteccién de una sola muestra
es mds corto, generalmente de 45 minutos a

1 hora (Figura 4A) (62).

9. Hibridacion competitiva de ADN y
deteccion electroquimica

Este método es altamente especifico, no se
basa en la deteccién fluorescente u 6ptica.
Estd disenado para ser llevado a cabo por per-
sonal de laboratorio calificado y capacitado y
requiere un equipo especial de deteccion.

La muestra y los reactivos se introducen en

un cartucho y por medio de campos eléc-

tricos se programa su desplazamiento para
completar todas las partes del procesamien-
to de la muestra: extraccién y purificacién
de dcidos nucleicos mediante extraccién
magnética en fase sélida; transcripcién in-
versa seguida de PCR; y digestién con exo-
nucleasa, obteniendo finalmente ADN mo-
nocatenario.

El ADN objetivo se hibrida con su sonda
de sefal complementaria marcada con fe-
rroceno y con las sondas de captura, que
estdn unidas a electrodos chapados en oro.
El andlisis electroquimico determina la pre-
sencia o ausencia de objetivos mediante vol-
tamperometria, generando senales eléctricas

especificas de la sonda de sefial marcada con

ferroceno (Figura 4D) (63).

10. Pruebas rapidas basadas en

CRISPR para SARS-CoV-2

Método de deteccién de SARS-CoV-2 ul-
trasensible, rdpido y portdtil utilizando las
enzimas Casl2 o Casl3 para la deteccién
de huellas genéticas Gnicas. Una vez obte-
nido y amplificado el cDNA, se agregan los
complejos de deteccién CRISPR, los cua-
les constan de una endonucleasa y un ARN
guia dirigido a diferentes blancos de SARS-
CoV-2, por ejemplo, a los genes RdRp,
ORF1b y ORF1ab.

La deteccién se logra con reporteros de
ADN monocatenario (ADNss) ya sea eti-
quetado con FAM en un lector de placas,
o etiquetado con biotina para la deteccién



portdtil con tiras de papel. Después del re-

conocimiento del objetivo, la endonucleasa
induce la degradacién colateral indiscri-
minada de los reporteros de ADNss, que

emiten una sefial de fluorescencia o pueden
detectarse por flujo lateral en menos de 60

minutos (Figura 4C) (64).

Figura 4. Esquema ilustrativo resumido de los métodos diagndsticos para la deteccién de SARS-CoV-2.
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Figura 5. Esquema ilustrativo resumido de los métodos diagndsticos para la deteccién de los anticuerpos contra SARS-
CoV-2.
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Teniendo en cuenta las tasas de mortali-

dad e infecciosidad asociadas a este nuevo

bla 2).

CoV, la FDA emitié autorizaciones de uso

Tabla 2. Pruebas diagndsticas con autorizacién de uso de emergencia para dispositivos médicos por parte de

Método

Nombre y Fabricante

ARIES SARS-CoV-2

la FDA.

Caracteristicas

Se ejecuta en el sistema ARIES
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Solicitud

de emergencia a las siguientes pruebas (ta-

RT-PCR multiplexen Assay (Lumin automatizado y ofrece un resultado en dos | Deteccién de los genes: ORFlab 65)
tiempo real (s:sa}rl rugl ;:x horas; el sistema puede ejecutar hasta 144 y N
orporation pruebas por dia
Detecta anticuerpos antivirales en 15 a 20
Inmun/oensayo . qSARS-CoY—Z 1gG/IgM minutos, con un 93,75% de porcentaje de Anticuerpos IgM/IgG contra
cromatogréfico de flujo Rapid Test d .. 40% d . SARS.CoV. (66)
lateral (Cellex Inc) acuerdo positivo y 96,40% de porcentaje -CoV-2
de acuerdo negativo.
. QIAstat-Dx Respiratory .Panel d.ISC.l‘}’cldO para la deteccllon y Deteccién de los genes Rdrp y E
PCR tiempo real diferenciacién de dcidos nucleicos de .
Itinlex SARS-CoV-2 Panel SARS-CoV-2 v de otros 20 virus detectados con el mismo canal de (67)
mulip (QIAGEN GmbH) yae y fluorescencia.
bacterias.
Automatiza extraccién de ARN por
NetuMoDsx SARS-CoV-2 microesferas magnéticas; amplificacion
RT-PCR tiempo real Assay (NeuMoDx co.n el %lSteH.l;a NeuMoDx cuantitativo; Deteccién de los genes Nsp2 y N (68)
Molecular, Inc) e identificacién con cebadores y sondas
’ Tagman (fluoréforos FAM, HEX y Far-
Red)
Extraccién de dcido nucleico con perlas
oy NXTAG CoV Exte.nded liofilizadas. Amplificacién. Hibridacién en | Deteccién de los genes: ORF1ab,
RT-PCR e hibridacién Panel Assay (Luminex las eti das. Clasificacién v | E (69)
Molecular Diagnostics) perlas etiquetadas. Clasificacién y lectura Gen Ny Gen E.
en el instrumento MAGPIX
Utilizacién de balizas moleculares marcadas
Amplificacién isotérmica H()Alljbot\)tVD(i: O;\:Hzi—lg con fluorescencia para identificar ARN Deteccién cualitativa de una ©1)
de 4cidos nucleicos S © b rag E; « amplificado en el instrumento ID NOW. regién tnica del segmento RdRp
carboroug Resultados en 13 minutos.
Real-Time Fluorescent e
RT-PCR Kit for Detectin Idenificacién con cebadores y sondas Deteccién de una regién especifica
RT-PCR tiempo real 8 Tagman con los fluoréforos FAM y VIC/ 5 (70)
SARS-2019-nCoV 1 . del gen ORF1lab
(BGI Genomics) HEX utilizando el termociclador ABI 7500
Identificacion con cebadores y sondas
. AvellinoCoV2 test Tagman con el fluoréforo FAM y el Deteccién de dos regiones en el
RT-PCR tiempo real (Avellino Lab USA) extintor MGBNFQ, utilizando el gen N de SARS-CoV-2 1
termociclador ABI 7500
Identificacién con cebadores y sondas
New Coronavirus Nucleic Tagman con fluoréforos FAM, ROX
RT-PCR tiempo real Acid Detection Kit y VIC. Sistema de prevencién de Deteccién del gen Ny ORFlab. (72)

(PerkinElmer)

transferencia UNG/dUTP para evitar la

contaminacion.
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Prueba de amplificacién

Accula SARS-CoV-2 Test

Lisis del virus, transcripcion inversa,
amplificacién de dcido nucleico y

Deteccién cualitativa de ARN

de 4cido nucleico (Mesa Biotech) c'letecclon e .30 n?lnutos. ,LOS resultados se viral de SARS-CoV-2. 73)
interpretan visualizando lineas azules en la
tira de deteccién en el casete de prueba.
Sistema cerrado desechable para extraer
| B COUDI T |t sty s | pcnad s ican |
p (BioFire Defense, LLC) . X . regiones en el ORFlab
instrumento FilmArray. Interpretacién de
resultados por andlisis de curvas de fusién
Prueba en el punto de atencién.
Extraccién, amplificacién y deteccion en
RT-PCR tiempo real Xger\t/)ép(r(e:ss iAl;)S— un cartucho integrado en 45 minutos para Deteccién del gen N2 y E (75)
ov-< Tuephet los sistemas GeneXpert Dx y GeneXpert
Infinity.
. . Identificacién con cebadores y sondas
C O\I;E)m_elr;i es;rglxcls?t(li?eal- Tagman marcadas con los fluoréforos FAM
PCR tiempo real Time P éR assiy y HEX. Utilizando los termocicladores: Deteccién del ORFlab (76)
(Primerdesign Led) ABI 7500, Roche LightCycler 480 II o
Bio-Rad CFX
Extraccién magnética en fase sélida,
amplificacién y deteccion. El ADN
T objetivo se hibrida con la sonda de
i{;lﬂépffi{t’iztg;%%on ePlex SARS-CoV-2 captura (unida a un electrodo de oro) y Deteccidn cualitativa de 4cidos ©3)
detec gén electro uimié,a (GenMark Diagnostics) con una sonda de senal complementaria nucleicos
1 ) marcada con ferroceno. Se determina la
presencia o ausencia de objetivos mediante
voltamperometria
. Amplificacién directa del ARN del SARS-
. Sl.mp lexa COV.ID_ 1.9 Co{)/—Z y del ARN control. Los cebadores | Deteccién cualitativa de los genes
RT-PCR tiempo real Direct assay (DiaSorin ! 77)
Molecular LLC) se usan junto con las sondas fluorescentes ORFlabyS.
marcadas con FAM, JOE y Q670.
Identificacién con cebadores y sondas
marcadas con fluorescencia. Las sondas
Abbott RealTime SARS- | especificas de SARS-CoV-2 estdn marcadas Deteccion cualitativa de los genes
RT-PCR tiempo real CoV-2 assay con el mismo fluoréforo y la sonda del RdRp v N 8 (78)
(Abbott Molecular) control con un fluoréforo diferente. El Py
ensayo se realiza con los instrumentos
Abbott m2000, m2000sp y m2000rt.
Amplificacién utilizando el termociclador
RT-PCR tiempo real %é;it (SQI?J}:sSt_gCi’a\;_joi{ihcl: ABI 7500 y deteccion utilizando la quimica Deteccién cualitativa de dos 79)
Infectious Disease) TagMan (sondas marcadas con FAM, regiones del gen N (N1 y N3)
TAMRA y Q670) .
Extraccién del ARN viral utilizando el
sistema easyMAG o EMAG. Identificacién Deteccién de una regién
RT-PCR tiempo real Lyra SARS-CoV-2 Assay con cebadores y sondas marcadas con conservada del gen de la (80)
multiplex (Quidel Corporation) los fluoréforos FAM y Q670, con los poliproteina no estructural
termocicladores: ABI 7500, Roche (pplab)
LightCycler 480 o Qiagen Rotor-Gene
COVID-19 RT-PCR Test | Amplificacién utilizando el termociclador Deteccién de tres regiones del gen
RT-PCR tiempo real (Laboratory Corporation | ABI QuantStudio 7 Flex. y deteccién con & 8 (81)

of America)

sondas marcadas con FAM.

N de SARS-CoV-2
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Hibridacién del 4cido nucleico presente
en lat n;uestra ior? (;llgonl.lclie/o ntld;)s ie Deteccién cualitativa de dos
RT-PCR tiempo real Panther Fusion SARS- C;p uni Y E Otsl ¢ (;\;ephaﬁac (:,ne 4 v d regiones conservadas del gen 82)
multiplex CoV-2 (Hologic, Inc.) c4mpo magnetico. AmPIACACION de 4os ORF1ab en el mismo canal de
regiones del virus y deteccién con el mismo Auorescencia
fluoréforo (ROX). Fluorescencia analizada '
en el sistema Panther Fusion.
Identificacién con cuatro conjuntos de
RT-PCR tiempo real TagPath C.:OVID_W cebado,r esy sondas marc?ldas con dlff:rentes Deteccién cualitativa de los genes
multiplex Combo Kit (Thermo fluoréforos: tres para diferentes regiones ORFlab, Ny S (83)
Fisher Scientific, Inc.) gendémicas de SARS-CoV-2 (FAM, VIC y ’
ABY) y uno para el control (JUN)
Preparacién de muestras automatizadas,
de amplificacién y deteccién en el
sistema cobas 6800 y 8800 con sondas de Deteccidn cualitativa del gen
deteccién de coronavirus y de un control ORF1lab y de una regién
RT.PCR i | CE)IE)aShS Aﬁsico}/_z interno de ARN marcadas con colorantes conservada en el gen E de la (84)
) lempo rea SO ¢ te oIecu) a fluorescentes tinicos. La mezcla maestra envoltura del pan-Sarbecovirus,
ystems, Inc. incluye dUTP, en lugar de dTTP, que se la cual también detecta el virus
incorpora al amplicén. La enzima uracil- SARS-CoV-2.
N-glucosilasa destruye los amplicones
contaminantes.
Ne\g Y(l)_rtli(riAES;CrOV_z Identificacién con dos juegos de cebadores
RT-PCR tiempo real Trez ” te € (leus,; y sondas Tagman y uno adicional para el Deteccién de dos regiones del 85)
empo fea PCli Is)ciagnzssetic Panel gen RP humano en el instrumento ABI gen N
(Wadsworth Center) 7500 Fast Dx
Identificacién con dos juegos de cebadores
RT-PCR tiempo real T?HI?CR%[?II)%E%)}/ lieai; y sondas Tagman y uno adicional para el Deteccién de dos regiones del 86)
empo fea ¢ Panel (CDg)g oste gen RP humano en el instrumento ABI gen N
ane 7500 Fast Dx
Fuente: Autores.
Conclusiones La tecnologia de PCR digital podria au-

mentar la sensibilidad diagnéstica de indi-

Teniendo en cuenta que la OMS y el CDC
han determinado que la RT-PCR es el es-
tandar de oro actual para el diagndstico de
la infeccién por SARS-CoV-2, y que esta ha
demostrado una baja positividad en mues-
tras de hisopados de garganta de pacientes
sintomdticos, una posible forma de aumen-
tar la sensibilidad en la deteccién de SARS-
CoV-2 es implementando la PCR digital
(87).

viduos con bajos titulos virales de SARS-
CoV-2 que se encuentran bajo aislamiento
y aquellos bajo observacién que pueden no
presentar sintomas clinicos, como se ha evi-
denciado en los infectados presintomdticos,
asintomdticos y las personas adultas mayo-
res que estdn en proceso de recuperacién en
quienes las pruebas moleculares actuales los
detectan como recuperados pero todavia no

han eliminado del todo al SARS-CoV-2 de
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su sistema. Recientemente, se ha eviden-
ciado que la PCR digital podria disminuir
el limite de deteccién inferior en al menos
500 veces en comparacién con el de la RT-

PCR, asi como el porcentaje de falsos ne-
gativos de la RT-PCR estdndar actual (88).

Adicionalmente, en vista de que la RT-PCR
requiere de la extraccién de ARN por me-
dio de kits que actualmente escasean a ni-
vel mundial y han causado un grave cuello
de botella en las pruebas para diagnosticar
COVID-19, se ha propuesto un protocolo
en el que se detecta directamente el ARN
del SARS-CoV-2 a partir de muestras na-
sofaringeas a través de un ensayo directo
de PCR omitiendo el paso de extraccién de
ARN vy reduciendo el tiempo de obtencién
de resultados (89).

Considerando que, la prictica clinica actual
dicta que el convaleciente por COVID-19
debe continuar en cuarentena durante
2 semanas, la alta sensibilidad de la PCR
digital, ayudaria a disminuir el tiempo de
aislamiento de los pacientes recuperados
otorgando un resultado negativo mds con-
fiable para agilizar la atencién, optimizar
los recursos y evitar colapsar los sistemas de

salud.
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