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RESUMEN

El SARS-CoV-2 apareciéo en Wuhan (provincia de Hubei, China) a finales de diciembre de 2019.
Este nuevo virus es el causante de la enfermedad infecciosa del sindrome respiratorio agudo severo
altamente transmisible conocida hoy en dia como COVID-19. Los coronavirus pertenecen a la
subfamilia Orthocoronavirinae en la familia Coronaviridae del orden Nidovirale, y el SARSCoV-2
en concreto pertenece al género Beta-coronavirus. El presente trabajo tiene como finalidad
determinar las caracteristicas de las diferentes técnicas empleadas en la actualidad para la deteccion
del SARS-CoV-2 mediante la descripcion de las mismas, asi como conocer diversas alternativas que
se encuentran bajo investigacion y determinar las ventajas e inconvenientes de cada una de ellas a la
hora de emitir un diagndstico. Para ello, se realiz6é una busqueda exhaustiva de articulos cientificos
en diferentes bases de datos asi como paginas webs y libros generales del tema a abordar. La
infraestructura sanitaria y la capacidad de proporcionar un diagnostico rapido han surgido como
cuestiones indispensables para contener el nuevo brote de SARS-CoV-2. Actualmente la técnica
estandar empleada es la RT-qPCR, basada en la deteccion del material genético. Esta presenta una
gran sensibilidad y especificidad, aunque el tiempo hasta la obtencion de los resultados es
relativamente largo. Al mismo tiempo se estan utilizando test rapidos de deteccion de anticuerpos de
flujo lateral tanto para emitir un diagnostico como para realizar estudios de seroprevalencia. Los test
rapidos de deteccion de antigenos de flujo lateral fueron descartados por su baja sensibilidad y nuevos
test de su misma indole se encuentran en fase de desarrollo. Al mismo tiempo multitud de grupos de
investigacion trabajan en el disefio de nuevas técnicas. A dia de hoy la mejor forma de detectar el
virus es mediante la combinacion de la RT-qPCR vy los test serologicos rapidos. Mientras, se esperan
nuevos avances tecnoldgicos a corto plazo.

Palabras clave: SARS-CoV-2, COVID-19, coronavirus, diagnostico, técnicas rapidas de deteccion,
RT-qPCR.

RESUMO

O SARS-CoV-2 apareceu en Wuhan (provincia de Hubei, China) a finais de decembro de 2019. Este
novo virus ¢ a causa da enfermidade infecciosa do sindrome respiratorio agudo grave altamente
transmisible hoxe cofiecida como COVID-19. Os coronavirus pertencen 4 subfamilia
Orthocoronavirinae da familia Coronaviridae do orde Nidovirale, e o SARSCoV-2 en concreto
pertence ao xénero Beta-coronavirus. O obxectivo deste traballo ¢ determinar as caracteristicas das
diferentes técnicas empregadas actualmente para detectar o SARS-CoV-2 describindoas, asi como
cofiecer varias alternativas que estdn a investigarse ¢ determinar as vantaxes e os inconvenientes de
cada un deles ao facer un diagndstico. Para iso, realizouse unha rigurosa busca de artigos cientificos
en diferentes bases de datos, asi como en paxinas web e libros xerais sobre o tema a tratar. A
infraestrutura sanitaria e a capacidade de diagnostico rapido xurdiron como preguntas indispensables
para conter o novo brote de SARS-CoV-2. Na actualidade a técnica estandar empregada ¢ RT-qPCR,
baseada na deteccion de material xenético que conta cunha gran sensibilidade e especificidade, ainda

que o tempo para obter os resultados ¢ relativamente longo. Ao mesmo tempo, estanse a facer probas



rapidas de deteccion de anticorpos de fluxo lateral tanto para facer un diagnostico como para realizar
estudos de seroprevalencia. Descartaronse as probas rapidas de deteccion de antixenos de fluxo lateral
debido 4 sua baixa sensibilidade e novas probas da mesma natureza estan en fase de desenvolvemento.
Ao mesmo tempo, multitude de grupos de investigacion estan a traballar no desefio de novas técnicas.
A mellor forma de detectar o virus a dia de hoxe ¢ combinando RT-qPCR con probas seroldxicas
rapidas. Mentres tanto, espéranse novos avances tecnoloxicos a curto prazo.

Palabras chave: SARS-CoV-2, COVID-19, coronavirus, diagnéstico, técnicas de deteccion rapida,
RT-qPCR.

ABSTRACT

The SARS-CoV-2 appeared in Wuhan (Hubei Province, China) in late December 2019. This new
virus is the cause of the highly contagious severe acute respiratory syndrome infectious disease
known today as COVID-19. Coronaviruses belong to the subfamily Orthocoronavirinae in the family
Coronaviridae of the order Nidovirale, and SARSCoV-2 in particular belongs to the genus Beta-
coronavirus. The present work aims to determine the characteristics of the different techniques
currently used for the detection of SARS-CoV-2 by describing them, as well as to know several
alternatives that are under investigation and to determine the advantages and disadvantages of each
of them when making a diagnosis. For this purpose, an exhaustive search of scientific articles in
different databases as well as web pages and general books on the subject to be addressed was carried
out. Health infrastructure and the ability to provide a rapid diagnosis have emerged as indispensable
issues to contain the new outbreak of SARS-CoV-2. Currently the standard technique used is RT-
qPCR, based on the detection of genetic material. It has a high sensitivity and specificity, although
the time to obtain the results is relatively long. At the same time, rapid lateral flow antibody detection
tests are being used both to make a diagnosis and to carry out seroprevalence studies. Rapid tests for
the detection of lateral-flow antigens were discarded because of their low sensitivity and new tests of
the same kind are in development. At the same time, many research groups are working on the design
of new techniques. Nowadays the best way to detect the virus is by combining RT-qPCR and rapid
serological tests. Meanwhile, new technological advances are expected in the short term.

Keywords: SARS-CoV-2, COVID-19, coronavirus, diagnosis, rapid detection techniques, RT-
qPCR.
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1. INTRODUCCION
1.1. Origen y antecedentes historicos

El SARS-CoV-2 apareciéo en Wuhan (provincia de Hubei, China) a finales de diciembre de 2019.
Este nuevo virus es el causante de la enfermedad infecciosa del sindrome respiratorio agudo severo
altamente transmisible conocida hoy en dia como COVID-19 (Reina, 2020; Shereen et al., 2020). La
Comision Municipal de Salud y Sanidad de Wuhan informo el 31 de diciembre de 2019 sobre la
existencia de un grupo de casos que padecian un cuadro de neumonia de etiologia desconocida, y
cuyos pacientes tenian en comun el haber visitado un mercado de marisco, pescado y animales vivos
en la ciudad de Wuhan (Centro de Coordinacion de Alertas y Emergencias Sanitarias, 2020). Sin
embargo, investigaciones posteriores revelaron que algunas personas habian contraido la infeccion
sin haber estado en el mercado de mariscos. Estas observaciones pusieron de manifiesto la capacidad
de propagacion de humano a humano del nuevo virus, que posteriormente se informé6 en mas de un
centenar de paises de todo el mundo (Shereen et al., 2020). El 7 de enero de 2020, las autoridades
chinas identificaron como agente causante del brote un nuevo tipo de virus de la familia
Coronaviridae que inicialmente se denomind 2019-nCoV, y que posteriormente fue renombrado
como SARS-CoV-2 por el Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) (Gorbalenya et al.,
2020; OMS, 2020). Tras la rapida expansion de la COVID-19 a numerosos paises, el 11 de marzo de
2020 la Organizacion Mundial de la Salud declaré la pandemia mundial (OMS, 2020).

Los coronavirus fueron descritos por primera vez en 1966 a partir de las secreciones nasales de un
paciente con rinitis (Acter et al., 2020). Son una subfamilia de virus ARN monocatenario de longitud
variable (26-32 kb), de pequefio tamafio (65-125 nm de didmetro). Aunque sus huéspedes naturales
son animales como aves y diversos mamiferos, son capaces de transmitirse e infectar al ser humano,
tratdndose asi de una zoonosis (Acter et al., 2020). En 2003 surgio en la provincia de Guangdong, el
virus SARS-CoV que causo6 en la poblacion china un sindrome respiratorio agudo severo y que mas
tarde se expandid a diversos paises causando 8000 personas infectadas. Casi una década mas tarde,
en 2012 apareci6 el MERS-CoV causando el sindrome respiratorio de Oriente Medio. La OMS
informo de que este virus habia infectado a 2428 personas (Shereen et al., 2020). Los coronavirus que
causan patologias en el ser humano (HCoV) pueden producir cuadros clinicos diferentes en cuanto a
su gravedad. Mientras que algunos integrantes del subgrupo Alfa-coronavirus producen infecciones
respiratorias leves o moderadas como el resfriado comin que muestra un patron estacional de
invierno, otros causan afecciones de mayor gravedad como los producidos por el SARS-CoV y el
MERS-CoV anteriormente mencionados (Acter et al., 2020; Centro de Coordinacién de Alertas y
Emergencias Sanitarias, 2020). Los brotes de ambos virus han demostrado la posibilidad de
transmision de animales a humanos y entre humanos. Hasta 2019 se conocian tan s6lo estos dos casos
de coronavirus que también habian causado una epidemia en la poblacion humana (Reina, 2020) y es
probable que nuevos brotes de CoV sean inevitables en el futuro debido a los cambios del clima y la
ecologia, y al incremento de las interacciones de los humanos con los animales. Por este motivo, la
necesidad de desarrollar técnicas de diagnoéstico, terapias y vacunas eficaces contra los CoV es de
gran importancia (Chen et al., 2020).



1.2. Reservorios primarios y huéspedes de los coronavirus

Determinar la fuente de origen es importante a la hora de poder desarrollar estrategias preventivas
para la contencion de la infeccion. Tras encontrar similitudes genomicas del SARS-CoV-2 con el
SARS-CoV se determin6d que los murci¢lagos del género Rhinolophus sp. consisten en el reservorio
natural mas probable de ambos, sin embargo, del primero todavia no se ha identificado el huésped
intermedio (Trilla, 2020; Shereen et al., 2020; Walls et al., 2020). En cuanto al SARS-CoV los
investigadores determinaron como huéspedes secundarios a la civeta de las palmeras y al perro
mapache para la transmision zoonoética de dicho virus (Walls et al., 2020). Por otra parte, el MERS-
CoV tiene como huésped primario el camello, aunque también se detectd en los murci¢lagos del
género Pipistrellus sp. y Perimyotis sp. sugiriendo que los murciélagos son los huéspedes clave y el
medio de transmision del virus (Shereen et al., 2020).

1.3. Filogenia

Los coronavirus (CoV) pertenecen a la subfamilia
Orthocoronavirinae en la familia Coronaviridae |__j

del orden Nidovirales. Esta subfamilia se subdivide s HCOV-229E

en cuatro géneros: Alfa-coronavirus, Beta- _+_ HCoV-NL63 a-CoVs
coronavirus, — Gamma-coronavirus 'y  Delta- TGEV

coronavirus. Normalmente, los dos primeros Bat.SL ZC45
infectan mamiferos y los otros dos aves y peces, _[ Bat-SL ZXC21
aunque también es posible que infecten mamiferos. | 2019-nCoV

El estudio de la secuencia del genoma de SARS- || SARS-CoV

CoV-2 ha demostrado que pertenece a} .gé'nero Bieta— e p-CoVs
coronaviffus (Chen et al., 2020). ljZl ana11§1s del arbol HCoV.OC43
filogenético del nuevo coronavirus (Figura 1) ha HKU-1

revelado que el SARS-CoV-2 pertenece, junto con MEIVAASS
SARS-CoV y Bat-SARS, a un clado diferente del

MERS-CoV, y estd filogenéticamente mas s y-CoVs
relacionado con los coronavirus Bat-SARS aislados SHiA

en China de los murciélagos de herradura |l AL 5.CoVs
(Rhinolophus sp.) entre 2015 y 2018, que al SARS- - HKu17

CoV. Este hallazgo sugiere que SARS-CoV vy

MERS-CoV han sufrido una evolucion viral Figura 1. Arbol filogenético del coronavirus.

diferente, involucrando a los murciélagos como Modificado de Chen et al., (2020).

reservorio primario (Petrosillo et al., 2020).

El género Alfa-coronavirus incluye el coronavirus humano 229E (HCoV-229E) y el NL63 (HCoV-
NL63), asi como el virus de la gastroenteritis transmisible porcina (TGEV). El género Beta-
coronavirus incluye varios subgrupos, de los que destacamos los coronavirus humanos HCoV-OC43
y HKUI, asi como MERS-CoV, SARS-CoV, y el nuevo SARS-CoV-2 que aparece en rojo en la



Figura 1, escrito con la nomenclatura inicial 2019-nCov. Por otra parte, el género Gamma-
coronavirus incluye todos los coronavirus aviares identificados hasta 2009 y el género Delta-
coronavirus incluye coronavirus identificados por la Universidad de Hong Kong (HKU) (Chen et al.,
2020).

1.4. Estructura del SARS-CoV-2
1.4.1. Estructura proteica

El SARS-CoV-2 se caracteriza por poseer

cuatro glucoproteinas estructurales principales Proeina do a ﬂ\l\ ‘ x ’ / // / E?,‘:f,?f ((n’v?)
(Figura 2), la glucoproteina espiga o proteina ) N : I

S, la glucoproteina de envoltura (proteina E), : p '."_"- ' ok ,/ ’

la glucoproteina de membrana (proteina M) y : % e — earioa (6)
la proteina nucleocapside (proteina N), / : : ﬁ ,
ademas de diferentes proteinas accesorias — ssRNA /’ £ A \\ envotura (8

(ORFs). La espiga o proteina S es una proteina / , \\
transmembrana que forma parte de la porcion / \ \‘ \
externa del virus y que tiene aproximadamente

un peso molecular de 150 kDa. Se caracteriza
Figura 2. Estructura de SARS-CoV-2. Modificado de Chen

por formar homotrimeros que sobresalen en la et al,, (2020).

superficie viral, otorgandole el aspecto de

corona caracteristico de esta familia de virus. Su funcidn es facilitar la union de la envoltura del virus
a las células huésped al interaccionar con la enzima convertidora de angiotensina 2 (ECA2) expresada
en las células del tracto respiratorio inferior (Astuti, 2020; Walls et al., 2020). La proteina S es
escindida por la proteasa transmembrana serina 2 (TMPRSS2) con la cooperacion de la furina de la
célula hospedadora en dos subunidades funcionales S1 y S2 (Drak A., 2020). La subunidad S1 es la
responsable de la union al receptor de la célula huésped y la subunidad S2 se encarga de la fusion de
las membranas viral y celular (Astuti, 2020; Walls et al., 2020). Por su parte, la nucleocapside también
conocida como proteina N estd estructuralmente unida al material de acido nucleico del virus (Astuti,
2020). Su funcion es mediar el ensamblaje viral interaccionando con la proteina M y con el genoma
(Naqgvi et al., 2020). Otro componente importante que forma parte de este virus es la glucoproteina
de membrana o proteina M ya que determina la morfologia de la envoltura del virus y tiene la
capacidad de unirse al resto de proteinas estructurales. La union con la proteina M ayuda a estabilizar
la nucleocapside y promueve la finalizacién del ensamblaje viral al estabilizar el complejo proteina
N-ARN, dentro del virion interno. El Gltimo componente por destacar es la envoltura o proteina E,
que constituye la proteina mas pequefia de la estructura del SARS-CoV-2. Su papel es fundamental
en cuanto a la produccion y maduracién del virus (Astuti, 2020).



1.4.2. Estructura del genoma viral

El genoma del SARS-CoV-2 es un ARN monocatenario de sentido positivo (perteneciente a la clase
IV segln la clasificacion de Baltimore) con una caperuza 5'y una cola poli-A 3' (Naqvi et al., 2020).
El genoma recién secuenciado del SARS-CoV-2 (Genbank: MN908947) fue compartido por las
autoridades chinas el 12 de enero de 2020 en la plataforma Global Initiative on Sharing All Influenza
Data (GISAID) (Wu et al., 2020). Su composicion genética la conforman entre trece y quince marcos
de lectura (ORF) que contienen aproximadamente 30.000 nucleo6tidos y es muy similar a los genomas
de SARS-CoV y Bat-SARS (Naqvi et al., 2020; D’Cruz et al., 2020). Presenta un contenido en
guanina-citosina del 38%. El orden de sus genes est4 altamente conservado en sentido 5'-3' tal y como
se puede observar en la Figura 3. El primer gen se encarga de la replicacion y de la transcripcion.
Este se traduce en dos grandes poliproteinas no estructurales (1a 'y 1b) mediante dos marcos de lectura
abiertos. Seguidamente se encuentran los genes de las proteinas estructurales S, E, M y N y del resto
proteinas accesorias (ORF3, ORF6, ORF7a, ORF7b, ORF8, ORF9b, ORF10 y ORF14) (Tu et al.,
2020; Naqvi et al., 2020).

ORFla ORF1b ORF3a/b ORF8 ORF9b
| | ORF14
8%
5 ou s ME“WB b~ 3
_ 1 yiral RNA

ORF6 ORF7a/b ORF10

Figura 3. Representacion esquemdtica del genoma de SARS-CoV-2 (D Cruz et al., 2020).

La proteina estructural de mayor importancia como objetivo terapéutico es la glucoproteina espiga
(S) ya que es la que se une a la célula hospedadora, pero la mayoria de las proteinas integradoras del
genoma de SARS-CoV-2 tienen una funcion conocida (Tabla 1).

La comparacion gendmica entre SARS-CoV y SARS-CoV-2 ha demostrado que solo hay 380
sustituciones de aminoacidos entre SARS-CoV-2 y coronavirus similares al SARS, concentrados
principalmente en los genes de proteinas no estructurales, mientras que se han encontrado 27
mutaciones en genes que codifican la proteina S responsable de la unidn al receptor y la entrada
celular. Estas mutaciones podrian explicar la aparente menor patogenicidad del SARS-CoV-2 en
comparacion con el SARS-CoV, pero se requieren mas estudios (Petrosillo et al., 2020). Asimismo,
un evento de recombinacion genética en la region de union al receptor (RBD) de la proteina S puede
haber mejorado su capacidad de transmision con respecto al SARS-CoV (Shereen et al., 2020).



Tabla 1. Proteinas asociadas con los 14 ORF de SARS-CoV-2 y su funcion (D ’Cruz et al., 2020).

Gen Proteina Funcion

ORF1la Replicasa poliproteina la Transcripcion y replicacion viral

ORF1b Replicasa poliproteina 1ab Transcripcion y replicacion viral

S Glucoproteina de espiga (S) Entrada a la célula huésped

ORF3a Proteina 3a Forma un canal de iones de potasio en la membrana de la
célula huésped y ayuda al ensamblaje del virion

E Proteina E Ensamblaje de los viriones y morfogénesis

M Proteina de membrana (M) Ensamblaje de los viriones y morfogénesis

ORF6 Proteina 6 Antagonista del interferon

ORF7a Proteina 7a Activa la liberacion de citoquinas proinflamatorias para
la patogénesis viral

ORF7b Proteina 7b Proteina estructural y accesoria

ORF8 - Desconocido (interactia con la proteina E)

N Nucleoproteina (N) Empaquetamiento gendmico, transcripcion y ensamblaje
de viriones

ORF9b Proteina no caracterizada 14 Desconocida

ORF10 Proteina 9b Desconocida

ORF14 Proteina ORF10 hipotética Expresion desconocida

1.5. Ciclo de replicacion
Acoplamiento y entrada

La union de la porcion soluble de la proteina espiga (S), es decir, de su parte més externa, a la enzima
convertidora de angiotensina 2 (ECA2) es el primer paso de la infeccion de los neumocitos tipo II
presentes en los alveolos, en los cuales se encuentra dicho receptor celular. Para lograr la entrada del
virus en la célula, este emplea las dos subunidades de la glucoproteina espiga (S). La subunidad 1
(S1) es la responsable de la propia union al receptor y la subunidad 2 (S2) se encarga de la fusion de
la membrana viral y celular (Rabi et al., 2020). Cuando esta union tiene lugar, el complejo resultante
es procesado proteoliticamente por la serin-proteasa transmembrana tipo II (TMPRSS?2) propia de la
célula hospedadora con ayuda de furina (Drak A., 2020). Como consecuencia ocurre la escison de
ECA2 y la activacion de la glucoproteina espiga. Asi, en la membrana de la célula hospedadora se
abre un poro por donde el virus penetra en la misma (Rabi et al., 2020).

Replicacion y transcripcion

Una vez en su interior, el ARN viral es liberado en el citoplasma y este se une al ribosoma de la célula
huésped. Asi, comienza la traduccion del gen de la replicasa del ARN gendémico. Los coronavirus
codifican dos o tres proteasas que escinden la poliproteina de la replicasa en las poliproteinas no
estructurales la y 1b. Muchas de ellas se ensamblan en el complejo replicasa-transcriptasa
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denominado ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp), cuya funcion es llevar a cabo la
replicacion del ARN gendmico de sentido positivo y la transcripcion de los ARNs subgenomicos
como genes 0 ARN mensajero (Rabi et al., 2020; Malik, 2020; Acter et al., 2020).

Ensamblaje y liberacion

Posteriormente, las glucoproteinas estructurales S, M y E recién formadas, se insertan en el reticulo
endoplasmatico y se combinan con la proteina N mediante interacciones proteina-proteina dirigidas
mayormente por la proteina M. Los genomas virales son encapsulados por la proteina N, que migraran
en las vesiculas hacia la membrana plasmatica como viriones y, en ultima instancia seran liberados
por exocitosis como virus maduros los cuales seran capaces de infectar nuevas células huésped
cerrando el ciclo de replicacion (Figura 4), que culminaré con la recuperacion o el fallecimiento de
la persona infectada (Rabi et al., 2020; Malik, 2020; Acter et al., 2020).
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Figura 4. Ciclo de replicacion de SARS-CoV-2. Modificado de Acter et al., 2020.

La entrada viral y la infeccion celular desencadenan la respuesta inmune del huésped, y la cascada
inflamatoria es iniciada por las células presentadoras de antigeno (APC). El proceso comienza con la
presentacion del antigeno extrafio a las células CD4*-T-colaboradores (Thl), y continia con la
liberacion de la interleucina 12 para estimular atin mas la célula Thl. Las células Thl estimulan las
células CDg*-T-killer (Tk) que se dirigiran a cualquier célula que contenga el antigeno
extrafio. Ademas, las células Thl activadas estimulan a las células B para que produzcan anticuerpos
especificos contra el antigeno en cuestion (Rabi et al., 2020).



El problema de salud publica que ha supuesto la COVID-19 a nivel mundial ha hecho de vital
importancia el diagndstico oportuno y preciso de la infeccion por SARS-CoV-2 para proporcionar un
tratamiento adecuado a los pacientes, para limitar su propagacion y en ultima instancia para eliminar
el virus de la sociedad humana. Para ello, en la actualidad se estan desarrollando diferentes técnicas
las cuales se describen en el presente trabajo. Ademas, también se incluyen técnicas ya existentes de
gran importancia para el diagnostico de esta enfermedad infecciosa.

2. OBJETIVOS

El objetivo principal del presente trabajo es la determinacion de las caracteristicas de las diferentes
técnicas empleadas en la actualidad para la deteccion del nuevo coronavirus SARS-CoV-2 mediante
la descripcion de las mismas, asi como conocer diversas alternativas que se encuentran bajo
investigacion y determinar las ventajas e inconvenientes de cada una de ellas a la hora de emitir un
diagnostico.

3. MATERIAL Y METODOS

En primera instancia se realizd una busqueda exhaustiva de articulos cientificos en bases de datos
como PubMed Central (PMC), Scopus y WoS (Web of Science), en NCBI (Centro Nacional para la
Informacién Biotecnologica) y en Google Scholar para tratar de conocer aspectos basicos del virus
como su origen, estructura y ciclo de replicacion. Posteriormente se utilizaron también para la
busqueda de articulos sobre el tema a abordar, empleandose términos con carga semantica referentes
al titulo del trabajo como SARS-CoV-2, COVID-19, técnicas de deteccion, RT-qPCR, test
inmunoldgicos entre otras, tanto en espafiol como en inglés. Aproximadamente el 70% de los articulos
seleccionados han sido revisados y asi se referencian en la bibliografia, aunque debido a la gran
cantidad de articulos de interés no ha sido posible revisar su totalidad. Otra metodologia empleada ha
sido observar la bibliografia utilizada en los propios articulos para profundizar en algunos temas mas
concretamente. Se emplearon también varios libros de la Biblioteca de la Facultad de Ciencias de la
UDC, para tratar los temas mas generales de las técnicas de diagndstico. Ademas, se consultaron
diversas paginas webs como la de la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) y la del CSIC (Consejo
Superior de Investigaciones Cientificas), asi como algunas fichas técnicas online. Asimismo, he
visualizado un webinario organizado por el CSIC emitido en directo el 3 de junio de 2020.



4. RESULTADOS

La infraestructura sanitaria y la capacidad de proporcionar un diagnostico rapido han surgido como
cuestiones indispensables para contener el nuevo brote de SARS-CoV-2. Entre los dias 11 y 12 de
febrero de 2020, la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) en colaboracion con el GloPID-R (La
Colaboracion Global de Investigacion para la Preparacion de Enfermedades Infecciosas) identificaron
como una de las prioridades movilizar la investigacion sobre el diagnéstico rapido de pruebas de
punto de atencion o “point of care” para su utilizacion a nivel comunitario. Asi, hasta la fecha del
presente trabajo, la investigacion ha puesto total atencidon en dar respuesta a la necesidad urgente de
acceder a diagnosticos precisos y normalizados para SARS-CoV-2. Los distintos paises han aplicado
diferentes estrategias de ensayo, lo que refleja la variabilidad de diagnésticos y reactivos, y la
importancia de los distintos sistemas de salud. En este trabajo se describen las pruebas de diagndstico
de los brotes de COVID-19 y el uso estratégico de las mismas. El tipo de muestra indicado va a
depender de la técnica a emplear. Las mas requeridas son muestras nasofaringeas u orofaringeas
recogidas con hisopos o sangre total capilar, aunque también pueden tomarse esputos (en caso de ser
expectorado por el paciente), lavados broncoalveolares, orina y heces (Shormin & Yusuf, 2020).

Por otra parte, la calidad de las técnicas diagndsticas es fundamental para garantizar una Optima
sensibilidad y especificidad. En la actualidad, el Centro Europeo para la prevencion y el Control de
Enfermedades (ECDC) esta trabajando en estrecha cooperacion con la Comision Europea, las
autoridades de los Estados miembros, la organizacion no gubernamental FIND (Foundation for
Innovative New Diagnostics) y la OMS en la validacion en curso de estas pruebas rdpidas e
informaran a los paises de la UE (Unidon Europea) y del EEE (Espacio Econdémico Europeo) sobre
los resultados. Estos guiardn a la determinacion de qué pruebas son mas adecuadas para cada situacion
(Shormin & Yusuf, 2020). Segtn la Directiva IVD 98/79/CE, para colocar la marca CE (Conformidad
Europea) en los dispositivos de diagnostico COVID-19, el fabricante debe especificar las
caracteristicas de funcionamiento del dispositivo y declarar su conformidad con los requisitos de
seguridad y funcionamiento enumerados en la directiva. Asimismo, los autodiagnosticos destinados
a ser utilizados por los propios pacientes también deben ser evaluados, aunque en este caso por un
tercer organismo. Tanto el rendimiento como la precision y sensibilidad de las pruebas puede variar
en los laboratorios de rutina en comparacion con el estudio de rendimiento realizado por el fabricante.
Por consiguiente, la validacion clinica del rendimiento diagnodstico de las pruebas rapidas para
COVID-19 debe realizarse mediante la comparacion con una prueba estandar en un numero
significativamente representativo de pacientes antes de introducirlas en la rutina de los laboratorios
clinicos. Una vez validadas seran beneficiosas para el control de la pandemia, siempre que la
produccion y distribucion del dispositivo sea masiva para complementar las pruebas moleculares y
apoyar la capacidad de pruebas descentralizadas ya existentes. El ECDC recomienda seguir la guia
técnica de la OMS sobre el andlisis de las muestras clinicas disponible en:
www.who.int/emergencies/diseases/novel-coronavirus-2019/technical-guidance-publications. El

asesoramiento del ECDC para las pruebas del SARS-CoV-2 se puede consultar en
www.ecdc.europa.eu/en/novel-coronavirus/laboratory-support. El ECDC actualizara su orientacion

cuando disponga de més informacion sobre pruebas rapidas validadas y pruebas sobre su rendimiento
(European Centre for Disease Prevention and Control, 2020).



4.1. Técnicas actualmente en uso
4.1.1. Técnica molecular: RT-gPCR

La prueba diagnéstica molecular estandar para deteccion de COVID-19 es la RT-qPCR que esta
basada en la deteccion del material genético del virus (D’Cruz et al., 2020). La RT-qPCR o reaccion
en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa a tiempo real es una variante de la PCR a tiempo
real (también denominada PCR cuantitativa o qPCR) en la que se retrotranscribe una hebra de ARN
en ADN complementario utilizando una enzima denominada transcriptasa inversa. Posteriormente se
inicia el proceso de amplificacion mediante una PCR a tiempo real, que estd basada en la
amplificacion de fragmentos de ADN del virus a partir de un reducido nimero de copias del material
genético, mediante ciclos consecutivos de incrementos y descensos de temperaturas, y ademas se
cuantificard simultaneamente el producto de amplificacion de ADN (Sambrook & Russell, 2001).
Para ello se requiere, un molde de ADN, dos cebadores especificos (directo y reverso), dNTPs, un
tampon de reaccion y la enzima DNA polimerasa termoestable. Se ha de afiadir también una sonda
marcada con un fluoroforo (sondas TagMan™ o similar) que permite medir la tasa de generacion del
producto (Sambrook & Russell, 2001). Se realiza en equipos especializados como los termocicladores
LigthCycler® o andlogos provistos de sensores de fluorescencia. Cada medicion del fluordforo se
realiza después de cada ciclo de amplificacion. Tras la secuenciacion del genoma, que fue compartida
por las autoridades chinas (Wu et al., 2020; Genbank: MN908947), ha sido posible disefiar varios
conjuntos de cebadores y sondas especificos para SARS-CoV-2 en diferentes paises para llevar a
cabo la amplificacion del genoma por PCR, los cuales fueron publicados por la OMS. Estos cebadores
estan dirigidos a diferentes zonas de la secuencia genética del virus siendo el gen E (gen de proteina
de envoltura) y el gen RdRp (gen de ARN polimerasa dependiente de ARN) los objetivos de mayor
sensibilidad (D’Cruz et al., 2020).

Para realizar esta técnica en primer lugar es necesario el aislamiento del virus a partir de un frotis de
las vias respiratorias superiores y/o inferiores recogidas generalmente con un hisopo nasofaringeo u
orofaringeo, pudiendo ser también muestras de lavado broncoalveolar, aspirados traqueales y esputo.
A continuacion, se lleva a cabo la extraccion y purificacion del ARN virico (Figura 5a). La muestra
purificada se somete a transcripcion reversa para la obtencion de ADN complementario (Figura 5b)
y seguidamente es amplificado mediante la PCR a tiempo real (Figura 5¢) (D’Cruz et al., 2020;
Udugama et al., 2020). En cuanto a la posterior interpretacion de los resultados, se determina
previamente el valor del umbral de ciclo (Cr), que puede variar segtn el protocolo. El umbral de ciclo
se define como la interseccion entre una curva de amplificacion y la linea de umbral y corresponde
con el nimero de ciclos de replicacidon necesarios para producir una sefal fluorescente (ThermoFisher
Scientific, 2016). Después de un determinado nimero de ciclos de amplificacion se obtiene una
grafica en un programa informatico (Figura 5d). Se consideran resultados positivos con presencia de
ARN virico aquellas muestras con un umbral superior al determinado previamente, obteniéndose una
curva sigmoidea (en forma de "S") que indica en qué ciclo comienza la amplificacion. Por el contrario,
si el resultado es negativo, la curva no sobrepasara el umbral de fluorescencia detectada indicando la
ausencia del virus en la muestra analizada (Shormin & Yusuf, 2020). La positividad de los resultados
puede comenzar con anterioridad a la aparicion de los sintomas y comienza a disminuir en la tercera
semana, posteriormente se vuelve indetectable (Tabla 2). Sin embargo, se han dado casos en pacientes
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gravemente enfermos en los que la positividad de la PCR ha persistido durante mas de tres semanas,
cuando en los casos mas leves cabria esperar un resultado negativo. Es importante destacar que un
resultado positivo refleja la deteccion de ARN viral, pero no indica necesariamente la presencia de
virus viables. Se requieren calibradores externos para estimar la concentracion del analito
desconocido. Las imperfectas eficiencias de amplificacion afectan a los umbrales de ciclo, que a su
vez limitan la precision para la cuantificacion absoluta. En la practica clinica se han detectado casos
en los que el resultado de la prueba RT-qPCR concluy6 negativo y sin embargo, los signos y sintomas
del paciente sugerian infeccion de SARS-CoV-2, confirméandose la sospecha al cabo de cinco o seis
dias mediante una nueva RT-qPCR, momento en el que la carga viral fue superior (Suo et al., 2020).
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Figura 5. Esquema de la RT-qPCR desde la recogida de la muestra hasta la obtencion de los resultados. Modificado de
Andy Brunning©/Compound Interest 2020.

4.1.2. Inmunoensayos

Los inmunoensayos son un conjunto de técnicas inmunoquimicas analiticas de laboratorio en los que
las sustancias sujeto de estudio (el analito) son antigenos (Ag) o anticuerpos (Ac) que se unirdn a
anticuerpos monoclonales purificados o a antigenos recombinantes respectivamente. Se trata de
pruebas conocidas como punto de atencion o “point of care”, es decir, aquellas que pueden realizarse
fuera de un laboratorio. Estas son requeridas para realizar pruebas a gran escala como en el caso
actual. Aunque estdn bajo estudio exhaustivo, actualmente se dispone de dos modalidades:
inmunoensayos basados en la deteccion de anticuerpos e inmunoensayos basados en la deteccion de
antigenos (Shormin & Yusuf, 2020).

Los anticuerpos o inmunoglobulinas (Ig) son polipéptidos que circulan en el torrente sanguineo
producidos en vertebrados en respuesta a cualquier compuesto biologico de caracter antigénico y
constituyen los principales mediadores de la respuesta humoral. Estan formados por dos cadenas
pesadas y dos cadenas ligeras, ambas idénticas entre si, que estan unidas covalentemente por enlaces
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disulfuro. Cada cadena presenta una region variable, con una secuencia aminoacidica especifica del
anticuerpo en cuestion (paratopos), mediante la que se establece la union con los epitopos o
determinantes antigénicos, y una region constante, caracteristica de la especie que corresponda.
Cuando el anticuerpo es degradado enzimaticamente, este se separa en dos fragmentos, la regién Fab
que esta constituida por la regioén variable de las cadenas pesadas y ligeras y la region Fc, que se
corresponde con las regiones constantes. Existen diferentes isotipos de anticuerpos que difieren en la
estructura de la cadena pesada (IgA, IgD, IgE, IgG e IgM) (Abbeas et al., 2018; Peragon & Peinado,
2019).

4.1.2.1. Test rapidos de deteccion de anticuerpos

Se basan en la deteccion de anticuerpos generados en el organismo de la persona infectada, es decir,
se trata de un método indirecto. Ante la exposicidon a agentes viricos infecciosos, el sistema inmune
humano responde desencadenando una respuesta de defensa basada en la produccion de anticuerpos
que confieren cierta inmunidad ante posteriores reinfecciones. Dichos anticuerpos suelen tener como
diana determinantes antigénicos clave en el agente patogeno, por ejemplo, las proteinas estructurales
del virus. Esta tecnologia consiste en detectar cualitativamente los anticuerpos IgM y/o IgG
empleando el principio de inmunocromatografia de flujo lateral (LFIA) a partir de una muestra de
sangre capilar recogida empleando una lanceta y una pipeta Pasteur. Existen diferentes técnicas o
soportes para la realizacidon de este test pero la mayoria presentan el mismo fundamento y estan
basadas en el marcaje con oro coloidal. Se trata de dispositivos portatiles en forma de casete que
incluyen una tira reactiva constituida por una membrana de nitrocelulosa y una zona donde se deposita
la muestra de sangre capilar total, suero o plasma del paciente (Figura 6). La tira reactiva contiene los
antigenos recombinantes virales ya sean proteinas S o proteinas E inmovilizados, los anticuerpos
monoclonales especificos anti-IgM humano o anti-IgG humano conjugados con oro coloidal en la
zona de deteccion de la IgM y de la IgG respectivamente, y de igual manera los anticuerpos
correspondientes en el area de control de calidad. Asi, la muestra migra por absorcion hasta toparse
con las nanoparticulas de oro coloidal unidas a los antigenos y a los anticuerpos secundarios contra
el anticuerpo humano, que marcaran el analito a detectar en caso de haberlo. Al cabo de pocos minutos
se obtiene el resultado de forma visual en la zona de deteccion como consecuencia del complejo de
union antigeno viral-anticuerpo humano-anticuerpo secundario. Un resultado positivo de anticuerpos
indica la union entre los antigenos virales y los anticuerpos del paciente. Esto genera una sefial
colorimétrica purpura que permite interpretar el resultado de forma sencilla (Wen et al., 2020; Pan et
al., 2020).
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Figura 6. Procedimiento de los test serologicos. Modificado de la Fundacion Espariola del Corazon.
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Para este ensayo no se requiere una fase activa de la infeccion, es decir, no es necesario que el virus
se encuentre en el organismo. Por ende, es un método util para el diagnéstico de COVID-19, pero
también para la realizacion de estudios epidemiologicos, ya que permite medir los niveles de
anticuerpos con el tiempo y ademas permite diferenciar entre distintos tipos de anticuerpos, que se
corresponden con distintas etapas de la infeccion: las inmunoglobulinas M (IgM) que indican un
proceso agudo de la infeccion, es decir, una fase temprana de la misma, y las inmunoglobulinas G
(IgG), las mas abundantes en suero, indican bien infeccion primaria tardia, o bien una respuesta a la
fase aguda de una infeccion secundaria (Abba et al., 2018). Seglin la Sociedad Espafiola de
Inmunologia (SEI) las IgM son detectables a partir de siete dias después de haber contraido la
infeccion y las IgG, tras 14 o 15 dias, aunque algunos autores afirman que es posible detectarlos antes.
Los titulos de anticuerpos presentes en el organismo van a depender de la respuesta inmune de cada
paciente (Figura 7, Tabla 2). En definitiva, los test serologicos pueden proporcionar informacion
valiosa tanto para diagnosticar masivamente una infeccion activa como una infeccion resuelta. En el
caso de SARS-CoV-2, puede ser una herramienta de gran utilidad debido al nimero tan elevado de
pacientes asintomaticos y al periodo de incubacién relativamente largo (de aproximadamente de 14
dias) antes de la aparicion de sintomas (Pan et al., 2020).

Una alternativa a los test rapidos es el empleo de ensayos inmunoenzimaticos (ELISA), que difieren
de los métodos clasicos en que el complejo antigeno-anticuerpo es reconocido al analizar un marcador
enzimatico conjugado con un reactivo, generalmente un anticuerpo. Segun los resultados de un
estudio reciente de Zhao et al., (2020) en el que se emplearon kits de ELISA, la utilizacion
complementaria de la RT-qPCR y la deteccion de anticuerpos especificos, incrementa el porcentaje
de diagndstico al méximo tras 15 dias desde el inicio de los sintomas.
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Figura 7. Evolucion de los niveles de anticuerpos y ARN durante el curso de la COVID-19. Modificado de Laboratorio
de Andalisis Bioquimicos Guemes.
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Tabla 2. Diagnostico inmunologico y presencia de ARN de SARS-CoV-2 (Sociedad Espariola de inmunologia).

Resultados
Significado clinico
RT-qPCR IgM IeG

- - - Negativo
+ - - Fase inicial (primeros 7 dias)
+ + - Fase aguda (entre 7-13 dias)
+ + + Fase activa con posible buen prondstico por IgG
+ - + Fase final o posible recurrencia

+ Fase activa de entre 7-13 dias con falso negativo de RT-PCR (carga

viral disminuida)
+ + Fase activa de mas de 14 dias con buen pronostico por IgG (carga

viral disminuida)

- - + Fase de resolucion de infeccion

4.1.2.2. Test rapidos de deteccion de antigenos

Se trata de un método directo en el que se pretende detectar el virus como entidad individual mediante
sus antigenos virales, es decir, las proteinas que conforman el virus (Shormin & Yusuf, 2020). Son
ensayos de flujo lateral o tiras reactivas portatiles constituidas por materiales derivados de la celulosa,
de indole similar a las descritas en el subapartado anterior, pero en este caso contienen adsorbidos
dichos anticuerpos especificos, los cuales reconoceran la sustancia diana al entrar en contacto con los
mismos. Generalmente esta estrategia se basa en la deteccion de las proteinas estructurales como la
proteina S, para poner de manifiesto moléculas virales completas o la proteina N, para detectar
fragmentos del virus mediante el uso de anticuerpos especificos, y por este motivo la especificidad y
sensibilidad del ensayo dependen directamente de la calidad y disponibilidad de los anticuerpos
especificos. Es una técnica sencilla, con un fundamento muy similar a los test serologicos, tal y como
se ilustra en la Figura 8. En este caso la muestra bioldgica a partir de la que se realiza la prueba es
una muestra nasofaringea recogida empleando un hisopo. Una vez tomada la muestra, se introduce el
hisopo en un tubo con una solucidén reactiva proporcionada por el kit que contendrd anticuerpos
monoclonales especificos conjugados con oro coloidal contra la sustancia diana (los antigenos virales
que presuntamente estan en la muestra). Asi, en el caso de que el virus este presente se formara un
complejo antigeno-anticuerpo marcado que daréd una sefial colorimétrica. A continuacion, se realiza
una transferencia directa de unas gotas de dicha solucion sobre la tira reactiva, que también contiene
otros anticuerpos especificos en la zona de deteccion. En caso de que el virus se encuentre presente
en la muestra se unira al anticuerpo adherido en la tira reactiva y como consecuencia se formara un
complejo anticuerpo-antigeno-anticuerpo marcado. El resultado se da en pocos minutos por un
cambio colorimétrico detectable a simple vista en la zona de deteccion de la tira reactiva (Instituto
Guatemalteco de Seguridad Social, 2020). En la actualidad existen varias casas comerciales como
Coris BioConcept que distribuyen anticuerpos para distintas proteinas de SARS-CoV que también
reconocen el SARS-CoV-2, los cuales se estan utilizando para poner a punto nuevos test de deteccion,
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aunque ya se disponen también de test comercializados para la deteccion de SARS-CoV-2

especificamente.
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Figura 8. Procedimiento de los test de antigenos. Modificado de la Fundacion Espariola del Corazon.

4.2. Alternativas para la deteccion del virus
4.2.1. ddPCR

La ddPCR o PCR digital de gotas de alto rendimiento permite la cuantificacion absoluta de acidos
nucleicos en una muestra determinada. Esta técnica ha sido desarrollada por Hindson en 2011
basdndose en la PCR digital tradicional, la cual combina una dilucion limitante, PCR de punto final
y la estadistica de Poisson. La ddPCR es un método que utiliza gotas de agua en aceite, del mismo
modo que se realiza en la PCR digital de alto rendimiento, pero bajo una metodologia mas practica 'y
de menor coste. Se trata de dividir una muestra de 20 uL en los que se incluyen los cebadores y las
sondas TagMan™ en 20,000 gotas de aceite monodispersas, que se someten a un termociclado PCR
hasta el punto final y seguidamente se hace la lectura de la amplitud de fluorescencia mediante
citometria de flujo (Hindson et al., 2011).

4.2.2. RT-LAMP

La amplificacion isotérmica mediada por bucle (LAMP) es un método de amplificacion de acidos
nucleicos isotérmico. Actualmente se encuentra en fase de desarrollo para la detecciéon de SARS-
CoV-2 (Udugama et al., 2020). Diferentes laboratorios han desarrollado y probado clinicamente
pruebas de transcripcion inversa LAMP (RT-LAMP) para SARS-CoV-2 (Yu et al., 2020; Yang et al.,
2020; Yan et al., 2020). En esta técnica se emplean entre cuatro y seis cebadores, reconociendo entre
seis y ocho sitios distintos de la secuencia diana respectivamente. En concreto, se emplean dos
cebadores internos (FIP y BIP) y dos cebadores externos (F3 y B3). Ademas, se pueden utilizar
también dos cebadores de bucle, uno hacia delante (LF) y otro hacia atrds (LB) con el fin de acelerar
la eficiencia de amplificacion y deteccion. Una ADN polimerasa inicia la sintesis de la nueva cadena
mientras que los cebadores forman bucles para facilitar y acelerar las posteriores rondas de
amplificacion (Udugama et al., 2020; Kashir & Yaqinuddin, 2020). Como su propio nombre indica
esta técnica se lleva a cabo a una sola temperatura y no necesita equipos de laboratorio especializados
para proporcionar sensibilidades analiticas similares a la PCR (Udugama et al., 2020). En las pruebas
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de diagnodstico de LAMP, se afiade una muestra a un tubo y el ADN amplificado se detecta por la
produccion de una fuerte reaccion colorimétrica (Udugama et al., 2020).

4.2.3. Tecnologia basada en la utilizacion de la ADN polimerasa del fago phi29

Es un proyecto de investigacion del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC) y el
Centro Nacional de Investigaciones Oncologicas (CNIO) que pretende aplicar una version mejorada
de la ADN polimerasa del fago phi29 (phi29pol), descubierta en 1985 por Smith (Smith, 1985; Henry
& Debarbieux, 2012). Segtn Luis Blanco esta enzima presenta una singular capacidad a la hora de
amplificar el ADN, ya que puede multiplicar por miles o millones de veces el material genético
independientemente de su tamafo e incluso de una muestra dafiada. Esto sugiere que sera un método
ultrasensible que podra contribuir a la mejora de la deteccion de la infeccion de COVID-19. El
objetivo es desarrollar un dispositivo portatil que permita diagnosticar la enfermedad utilizando un
procedimiento isotérmico de amplificacion de forma sencilla, rapida (en menos de 30 minutos) y
fiable, prescindiendo del proceso de termociclado. Ademas, se pretende adaptar esta metodologia
para detectar el virus tanto en el ambiente como en superficies con la finalidad de controlar la
pandemia. Hasta la fecha no se tienen mas datos sobre este proyecto (CNIO, 2020; CSIC, 2020).

4.2.4. Dispositivos biosensores

Existen diferentes técnicas alternativas en distintas fases de desarrollo que usan dispositivos
biosensores. Son dispositivos integrados y autdbnomos constituidos por un chip sensor en contacto
con la molécula bioldgica selectiva. En la superficie del sensor se pueden colocar antigenos,
anticuerpos o sondas de ADN especificos para la sustancia, molécula o patogeno a detectar. Al ser
capturada la molécula diana se producen cambios fisicoquimicos que son detectados por el
transductor e inmediatamente procesados en un valor numérico cuantificable. Los biosensores Opticos
son un tipo especifico de biosensores para la deteccion gendmica, basados en tecnologia
microelectronica. Se utilizan para la deteccion directa de los fragmentos del ARN del virus, sin
necesidad de llevar a cabo ciclos de amplificacion que retrasan la obtencion de los resultados
(Ministerio de Ciencia e Innovacion, 2020).

Actualmente, en Espafia se esta desarrollando el proyecto CoNVat (liderado por Laura Lechuga), en
el que se estd trabajando para poner a punto una nueva plataforma biosensora basada en
nanotecnologia dptica (nanofotones) para proporcionar un diagndstico de COVID-19 de forma rapida
sin necesidad de equipamiento complejo y laboratorios centralizados (Figura 9). Es un proyecto
financiado por la Union Europea y liderado por el Instituto Catalan de Nanociencia y Nanotecnologia
(ICN2) en colaboracion con la Universidad de Barcelona (UB), la Universidad Aix-Marsella (AMU)
en Francia y el Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas (INMI) en Italia. Esta tecnologia que
todavia se encuentra en fase de desarrollo consiste en un microchip con guias de onda
interferométricas que podria ofrecer una buena alternativa a la RT-qPCR ya que ofrece una alta
sensibilidad y precision permitiendo la deteccion del virus ademas de la cuantificacion de la carga
viral, obteniéndose un resultado en un tiempo inferior a 30 minutos y no requieren amplificacion. En
este proyecto se contemplan dos estrategias: (i) la identificacion del ARN virico mediante sondas de
ADN complementarias a las secuencias especificas del ARN. Asi, se detecta la presencia de SARS-
CoV-2 mediante hibridacion selectiva con el material genémico del virus; (i1) deteccion directa del
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virus mediante anticuerpos muy especificos unidos a la superficie del sensor, que reconoceran de
forma muy selectiva la proteina S, capturando asi moléculas completas de SARS-CoV-2. Esta union
se monitoriza en tiempo real, proporcionando una respuesta directamente proporcional a la carga viral
en la muestra, es decir, se trata de un método de deteccion y cuantificacion de respuesta rapida. Para
este ensayo se requeriran muestras nasofaringeas o saliva. Para leer el resultado de luz emitida se
precisa equipamiento sofisticado, aunque también se estd trabajando en miniaturizarlo y
comercializar un dispositivo portatil (Ministerio de Ciencia e Innovacion, 2020).

Figura 9. Ilustracion del biosensor nanofotonico para la deteccion de SARS-CoV-2 (Ministerio de Ciencia e
Innovacion, 2020).

La plataforma Salud Global del CSIC ha puesto en marcha multitud de proyectos nacionales y
europeos de investigacion para la deteccion del SARS-CoV-2 que permitiran comprender mejor la
transmision del virus, su dindmica y sus caracteristicas clinicas y epidemiolégicas (CSIC, 2020).

5. DISCUSION

Todas las técnicas de deteccion de SARS-CoV-2 presentan ventajas € inconvenientes y asi se resumen
en la Tabla 3. Por su parte la RT-PCR como prueba diagnéstica para COVID-19 tiene una gran
sensibilidad (D’Cruz et al., 2020). La PCR esta muy bien establecida y es empleada de forma rutinaria
en la mayoria de los laboratorios clinicos, es de facil produccidon y comercializacidn, y escalable a
multitud de kits. Ademas, las secuencias diana pueden ser aquellas que se requieran, siempre y cuando
se conozca la secuencia gendmica a detectar. La precision con la que se seleccione el fragmento diana
del genoma a detectar determinard su alta especificidad, ya que se pretende que sea una zona exclusiva
del virus sujeto de estudio. Cabe destacar que esta técnica puede detectar el ARN viral
aproximadamente dos dias antes de la aparicion de los sintomas y hasta pasados entre 14 y 21 dias o
incluso 30 dias en casos clinicamente graves y también portadores asintomaticos. Sin embargo,
también presenta limitaciones. Cuando la carga viral es demasiado baja, coincidiendo con los
primeros dias de infeccion, no es capaz de detectar el virus y ademas es una técnica relativamente
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larga ya que se tarda entre dos y cinco horas en obtener un resultado. Esto conlleva una limitacion
cuando el volumen de muestras a analizar es alto como es el caso de la pandemia (Lippi et al., 2020).
Con el fin de paliar esta limitacion, Health Services Laboratories, un laboratorio londinense, ha
desarrollado un ensayo de RT-qPCR simplificado en el que se elimina el proceso previo de extraccion
del ARN viral y puede ejecutarse en un termociclador a tiempo real empleando cebadores y sondas
especificas. Se ha visto que este ensayo tiene una sensibilidad del 98% (Grant et al., 2020).

Por otra parte, la RT-qPCR es una técnica laboriosa que se ha desarrollar en laboratorios de
bioseguridad de nivel 2, que requiere equipamiento especializado de coste variable segin sus
prestaciones y de personal altamente cualificado para minimizar la contaminacion en los procesos de
aislamiento, extraccion y purificacion del material genético, que conllevaria problemas de
reproducibilidad y fiabilidad, pudiendo obtenerse tanto falsos positivos como negativos. Sin embargo,
un estudio de Suo et al., (2020) mostré que un cierto numero de falsos negativos son inevitables
debido a la baja carga viral que puedan poseer las muestras, lo que puede comprometer el diagndstico,
tratamiento temprano y prevencion de la transmision de la COVID-19. Para minimizar los falsos
negativos obtenidos en la RT-qPCR, gran parte de este grupo de investigadores han estudiado una
novedosa técnica como uso complementario a la RT-qPCR, la PCR digital de pequefias gotas
(ddPCR) para la deteccion del acido nucleico SARS-CoV-2, empleando ocho conjuntos de cebadores
y sondas emitidos por diferentes instituciones (el Centro Chino para el Control y la Prevencion de
Enfermedades, la Universidad de Hong Kong, o la Universidad de Berlin). Tras la comparacion de
los resultados obtenidos de realizar a las mismas muestras una RT-qPCR y una ddPCR, se determino
que en esta ultima la deteccion del virus en muestras con baja carga viral fue mayor, ya que el limite
de deteccion de las ddPCR es significativamente inferior al de la RT-qPCR. No obstante, la ddPCR
también presenta limitaciones considerables. Es una técnica dos veces mas larga que la RT-qPCR y
actualmente también presenta mayor coste. Ademds, no registra la amplificacion en puntos
especificos al igual que la qPCR, si no que mide la cantidad de ADN al completarse la amplificacion,
es decir, a punto final. Este estudio concluyo que la RT-qPCR es adecuada para el diagnostico de
SARS-CoV-2 a gran escala en muestras con una carga viral normal, aunque la ddPCR es més sensible
y precisa en muestras en las que la carga viral es baja (Liu et al., 2020).

Ademas, numerosos estudios han demostrado la aplicacion exitosa de LAMP (RT-LAMP) para
detectar el ARN de SARS-CoV-2 a niveles significativamente bajos, demostrando que fueron
suficientes entre una y diez copias de ARN del coronavirus para ser detectado con éxito mediante
esta técnica lo que sugiere una alta sensibilidad del ensayo incluso mayor a la RT-qPCR (Kashir &
Yaginuddin, 2020). Esta tecnologia aporta la ventaja de realizar una amplificacion en condiciones de
poco calor y destaca por ser mas rapida que la RT-qPCR, (ya que se obtienen resultados en una hora)
y su alta especificidad, esto es por la capacidad de los cebadores de reconocer hasta ocho regiones
distintas del genoma (Njiru, 2012). Sin embargo, también presenta desventajas y una de ellas es la
complejidad de la metodologia ya que requiere un riguroso disefio de cebadores (Kashir &
Yaginuddin, 2020). Esta técnica ya se ha empleado con anterioridad para el estudio del MERS-CoV
determinandose una alta sensibilidad de la misma (Shirato et al., 2014; Shirato et al., 2018).

La utilizacion de la ADN polimerasa del fago phi29 es una novedosa alternativa todavia en fase de
desarrollo que permitiria la deteccion masiva de contagiados por SARS-CoV-2, incluyendo a los
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asintomaticos, en menos de 30 minutos. Esta técnica se esta disefiando para ser realizada in situ y sin
necesidad de equipamiento especializado, lo que mejoraria las capacidades de deteccion del ARN del
virus SARS-CoV-2 en la actualidad, ya que se minimizaria el tiempo de obtencion de resultados y se
facilitaria la logistica de envio de muestras al laboratorio (CNIO, 2020; CSIC, 2020).

Los biosensores poseen una gran cantidad de ventajas. Destacan por su uso descentralizado, es decir,
pueden realizarse fuera de los laboratorios de analisis, tanto en centros de atencion primaria o terciaria
como en urgencias de cualquier hospital, esto se debe en parte a que puede ser manejado por personal
no especializado. Asimismo, posee una elevada sensibilidad equiparable a la RT-qPCR, ofreciendo
un resultado cuantitativo en pocos minutos, el cual puede ser correlacionado con la cantidad de
materia gendmico del virus presente en la muestra analizada, y por tanto de la carga viral. Ademas,
segun el tipo de biosensor, puede proporcionar medidas en tiempo real, sin necesidad de amplificar
sefales o de usar marcajes ya sean colorimétricos o fluorescentes. Finalmente, cabe destacar su
elevada versatilidad en cuanto a la variedad de analisis que puede realizar. Esto es debido a la
posibilidad de tener microchips sensores que contengan distintos receptores inmovilizados como
sondas ADN, proteinas o anticuerpos. Los biosensores Opticos todavia no se encuentran en el mercado
ya que estdn bajo un exhaustivo desarrollo. También destacan por su extraordinaria sensibilidad
evitando la amplificacion, sin embargo, se necesita equipamiento sofisticado para la lectura del
resultado (Ministerio de Ciencia e Innovacién, 2020).

En cuanto a los test serologicos de flujo lateral, una de sus principales ventajas es la rapida obtencion
de los resultados, aproximadamente entre 10 y 20 minutos desde la extraccion de las muestras. En
este caso las muestras requeridas son sangre capilar, lo que implica una extraccion sencilla y
minimamente invasiva que contrasta con el frotis nasofaringeo u orofaringeo requerido tanto para la
PCR como para los test rapidos de antigenos. Esta técnica esta bien establecida y es adaptable a
diferentes formatos de diagndstico una vez disponibles los antigenos adecuados para preparar los test.
Su formato posibilita la produccion a gran escala y puede ser comercializado a bajo coste. No requiere
de equipamiento complejo ni de personal especializado para su andlisis (Ministerio de Ciencia e
Innovaciodn, 2020). Ademas, estos test permiten conocer qué inmunoglobulinas estdn presentes en la
muestra analizada ya sean IgM y/o IgG. A pesar de que los resultados que aportan son cualitativos,
es decir, positivo o negativo, se puede distinguir en qué fase de la infeccion se encuentra el paciente.
La presencia de las IgM revela que el sistema inmunitario del paciente ha activado sus mecanismos
de defensa, aunque confieren una inmunidad débil y transitoria. La aparicion de las IgG sugieren
inmunidad eficaz ante una posible reinfeccion, si bien es cierto que actualmente se desconoce la
cantidad necesaria para conferir la inmunidad ni cudnto tiempo permanecen en el organismo
(Martinez et al., 2020). La principal desventaja que presentan es su limitada sensibilidad durante la
primera semana de infeccion, por lo que hay altas posibilidades de falsos negativos y es por ello por
lo que no estan indicados para un diagnoéstico precoz. El sistema inmunoldgico necesita un tiempo
para activarse y generar los anticuerpos (entre dos y tres dias, aunque puede variar segun el estado de
salud de cada persona). Por este motivo, la variabilidad inherente de la respuesta inmune de cada
individuo tiene una importante influencia en los resultados. Ademas, también tienen el problema de
reproducibilidad de lote a lote (Deeks et al., 2020).
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Como en el caso anterior, los test de deteccion de antigenos de flujo lateral también se caracterizan
por proporcionar resultados rapidamente, (entre 10 y 20 minutos desde la toma de muestras hasta la
lectura de los resultados), lo que permite simplificar la logistica del proceso en comparacion con la
RT-gPCR. Es una técnica que si se dispone de los reactivos necesarios (anticuerpos especificos), es
facilmente adaptable. Al no requerir instrumentacion compleja ni personal altamente cualificado, es
posible utilizarla tras la toma de la muestra in situ. Conlleva un bajo coste y es factible su produccion
masiva. Esta técnica, si posee una sensibilidad adecuada podria detectar al virus desde el primer dia
que se encuentra en el organismo infectado. Sin embargo, la limitacion es precisamente que la
sensibilidad es limitada y existe una alta probabilidad de falsos negativos, ya que cuando la carga
viral es baja, esta tecnologia no es capaz de detectar el virus. Asi, solamente se detectan menos del
50% de pacientes que si estan infectados. Segun Laura Lechuga ningun test de estas caracteristicas
que se ha puesto en el mercado cuenta con un buen nivel de sensibilidad ni selectividad, y la razon
de ello radica en que disefiar un buen anticuerpo frente a antigenos virales no es tarea sencilla. Por
ello, a dia de hoy no es el método mas adecuado para realizar un rastreo de los contagios.
Actualmente, se estdn desarrollando nuevos kits para paliar esta limitacion (Foundation for Innovative
New Diagnostics, 2020). Ademas, también se ha visto un problema de reproducibilidad entre lotes
con su consiguiente problema de falsos positivos y negativos. Los resultados de esta prueba son
cualitativos (positivo o negativo), no aporta informacion adicional segun la cantidad de virus que esta
presente en el organismo estudiado (Ministerio de Ciencia e Innovacion, 2020).

Las técnicas inmunoquimicas también pueden ser llevadas a cabo en laboratorios centralizados, como
por ejemplo los inmunoensayos enzimaticos o luminiscentes convencionales tipo ELISA, que en
general ofrecen resultados mas fiables, reproducibles y sensibles y ademas pueden ser automatizados.
Un estudio reciente en el que se compararon tres inmunoensayos de flujo lateral (dos de ellos con
bandas separadas para IgM e IgG y un tercero que detecta anticuerpos totales en una sola banda) con
un ELISA comercial reveld mejores resultados para el ensayo ELISA (Martinez et al., 2020).
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Tabla 3. Comparativa de las ventajas e inconvenientes de las técnicas diagnosticas actualmente en uso y diversas

RT-qPCR

Test rapidos de
anticuerpos de
flujo lateral

Test rapidos de
antigenos de
flujo lateral

dd-PCR

Phi29pol

RT-LAMP

Biosensores

ELISA

alternativas.

VENTAJAS

INCONVENIENTES

Técnicas actualmente en uso para la deteccion de SARS-CoV-2

-Segura y fiable
-Alta sensibilidad y especificidad
-Ofrece resultados cuantitativos a tiempo real

-Répida, masiva y descentralizada

-Bajo coste

-Sugiere una vision aproximada de la etapa de
infeccion en la que se encuentra la persona
infectada

-Extraccion y manipulacion sencilla de la
muestra

-Rapida, masiva, descentralizada

-Bajo coste

-Extraccion y manipulacion sencilla de la
muestra

-No detecta baja carga viral (en los cinco
primeros dias aproximadamente)

-Logistica compleja en cuanto al tratamiento de
las muestras

-Se necesita equipamiento sofisticado y personal
cualificado

-Técnica larga (entre 2 y 5 horas)

-No detecta el virus en la etapa temprana de la
infeccion. No ofrecen un diagnoéstico precoz
- Reproducibilidad cuestionable de lote a lote

-Baja sensibilidad y especificidad (entorno al
50%)
-Reproducibilidad cuestionable de lote a lote

Técnicas en desarrollo para la deteccion de SARS-CoV-2

-Alta sensibilidad y especificidad

-Alta sensibilidad
-Técnica rapida y descentralizada

-Alta sensibilidad y especificidad
-No necesita ciclos de temperatura

-Alta sensibilidad

-Uso descentralizado (a excepcion de los
biosensores 6pticos)

-Ofrecen resultados cuantitativos a tiempo real
-Técnica rapida

-Alta sensibilidad y reproducibilidad

-Técnica muy larga
-Alto coste
-Lectura del resultado a punto final

-Todavia no esta disponible

-Riguroso disefio de cebadores que incrementa
la complejidad de la técnica

-Todavia no estan disponibles

-Técnica centralizada con requerimiento de
equipamiento especifico
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6. CONCLUSIONES

Las propiedades mas relevantes por las que deben destacar las técnicas de deteccion del SARS-CoV-
2 son la sensibilidad y la especificidad, asi como el tiempo en el que se tarda en obtener los resultados
cuando se necesitan respuestas rapidas. La importancia de que dichos resultados sean cualitativos o
cuantitativos dependera del fin con el que se use la técnica. En caso de pretender un cribado de la
poblacién seria suficiente con que los resultados fueran cualitativos garantizando que estos sean
inequivocos. Sin embargo, si se pretende conocer la carga viral de la muestra para otros fines se
requerird una técnica que aporte un resultado cuantitativo. Aunque actualmente la técnica de
referencia para identificar y confirmar casos de COVID-19 es la RT-qPCR, hoy en dia es
recomendable su combinacion con técnicas rapidas de deteccion de anticuerpos para dar un resultado
mas fiable. La interpretacion del mismo debe realizarse con cautela y atendiendo a los signos y
sintomas del paciente. Las técnicas serologicas pueden utilizarse como un instrumento de diagnostico
adicional pero también pueden ayudar a la investigacion de un brote en curso y a la evaluacion
retrospectiva de la tasa de infeccion, y por tanto a los estudios de caracter epidemiolédgico. Por su
parte, los test rapidos de deteccion de antigenos fueron descartados por su baja sensibilidad. A dia de
hoy no existen test de antigenos en el mercado con suficiente sensibilidad como para emitir un
diagnostico fiable. Asimismo, la investigacion de nuevas técnicas es necesaria para aportar mejoras
al diagnostico temprano de la COVID-19 y al seguimiento de los casos confirmados. En la actualidad
existen numerosas y diversas lineas de investigacion para la deteccion del SARS-CoV-2, tanto en
Espaiia como en el resto del mundo. Asi, todas las técnicas son interesantes y complementarias ya
que todas las propuestas dan un valor afiadido al diagndstico.

Conclusions

The most relevant properties for which SARS-CoV-2 detection techniques should be highlighted are
sensitivity and specificity, as well as the time taken to obtain results when rapid responses are
required. Whether these results are qualitative or quantitative will depend on the purpose for which
the technique is used. If population screening is intended, it would be sufficient if the results were
qualitative, ensuring that they are unambiguous. However, if the viral load of the sample is to be
known for other purposes, a technique that provides a quantitative result will be required. Although
RT-gPCR is currently the reference technique for identifying and confirming cases of COVID-19, it
is now recommended to combine it with rapid antibody detection techniques to give a more reliable
result. The interpretation of this technique should be done with caution and taking into account the
signs and symptoms of the patient. Serological techniques can be used as an additional diagnostic
tool but can also assist in the investigation of an ongoing outbreak and in the retrospective assessment
of the infection rate, and therefore in epidemiological studies. Rapid antigen detection tests have been
ruled out because of their low sensitivity. To date, there are no antigen tests on the market with
sufficient sensitivity to provide a reliable diagnosis. Likewise, research into new techniques is
necessary to bring improvements to the early diagnosis of COVID-19 and the follow-up of confirmed
cases. At present, there are numerous and diverse lines of research for the detection of SARS-CoV-
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2, both in Spain and in the rest of the world. Thus, all techniques are interesting and complementary
since all proposals give an added value to the diagnosis.
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