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La pandemia por COVID-19 se ha manifestado como un desafio
para los gobiernos de todo el mundo debido a la transmisibilidad del virus,
su impacto en los sistemas de salud, la economia y la sociedad (1). Esta
enfermedad revel6 la inminente necesidad de realizar diagnosticos a gran
escala en periodos de tiempo relativamente cortos, basados en aspectos
clinicos y en pruebas de laboratorio (2). Sin embargo, la sintomatologfa en
algunos pacientes infectados se caracteriz6 por ser altamente atipica y en otros
casos, suele presentar de manera asintomatica; por esta razon, las técnicas
basadas en biologfa molecular e inmunologfa se convirtieron en herramientas
indispensables para la deteccion y estudio de la COVID-19 (3).

Para el diagnéstico del SARS-CoV-2, se utilizan de manera rutinaria,
principalmente dos técnicas: la deteccion del ARN wviral y la reaccion
inmunolégica como se puede evidenciar en la Figura 1(4). E1 ARN viral
generalmente se detecta por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) o haciendo uso de técnicas de hibridacién de acidos nucleicos; por
su parte, los anticuerpos (Acs) contra el virus, pueden detectarse mediante
ensayos inmunolégicos y serolégicos como la prueba de ELISA (2). Cabe
seflalar que ambas metodologfas son importantes y se complementan; no
obstante, la deteccion del ARN viral conduce a un diagnoéstico del virus en
su etapa activa, mientras que los ensayos serologicos ayudan a identificar a las

personas cuyo sistema inmunolégico desarrollé acs para combatir la infeccion
(1.4).
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El progreso de la pandemia despert6 el interés de investigadores en
implementar, desarrollar e innovar técnicas y diferentes tecnologias que
facilitaran la deteccion del SARS-CoV-2. Actualmente, el diagnéstico de
COVID-19 esta enfocado en la RT-qPCR considerada prueba gold standard,
y por otra parte, el diagndstico basado en acs. Sin embargo, las tecnologias
alternativas como Secuenciacion de Préxima Generacion (NGS), LAMP, RT-
LAMP, CRISPR-CAS, entre otras, han alcanzado gran potencial; llegando
a ser incluidas en los planes de estudio y el mercado de diagnostico para
SARS-CoV-2 (5,6). Ademas, es importante destacar que, parimetros como
la sensibilidad, la reproducibilidad y la confiabilidad de todas estas nuevas
tecnologias diagnosticas de COVID-19, auin se encuentran en fase de validacion
y comparacion. Por esto, los siguientes afios (durante y pos pandémicos),
han sido enfocados en las ventajas y desventajas de estas tecnologias, y de su
precision diagnostica para la discriminaciéon masiva y oportuna entre pacientes
sanos y sospechosos; ademas de la importancia de su aplicacion y uso adecuado
durante el seguimiento y control de futuros brotes emergentes (6,7).

Aunque los procedimientos actuales han permitido manejar y analizar el
curso de la pandemia, se esperarfan metodologias mas sencillas y accesibles en
el futuro. Esto, con el fin de dotar y disponer de mas laboratorios capacitados
para dar respuesta a esta y las proximas emergencias sanitarias; ademas de
cubrir, las necesidades de los sistemas de salud nacionales e internacionales
).

El presente capitulo tiene como objetivo detallar cada una de las
tecnologias diagnosticas que han sido clave para la deteccién de SARS-CoV-2.
Se dan a conocer los diferentes tipos de muestra y el rendimiento de cada una,
los principios de las principales técnicas, sus parametros analiticos y las posibles
limitaciones segun la linea de tiempo de la enfermedad. Adicionalmente, se
detallan algunas perspectivas futuras o métodos alternativos de diagnostico de
SARS-CoV-2, teniendo en cuenta la presién genética evolutiva de este dltimo.
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Figura 1. Tecnologias diagnosticas inmunologicas y moleculares para la deteccion de SARS-
CoV-2.

Tipos y procesamiento de muestras

El éxito de la técnica utilizada para el diagnéstico de COVID-19
depende entre otros de una buena toma de la muestra. Esta podra ser tomada
a partir de diferentes sitios anatémicos, en las diferentes fases de la infeccion
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y/o curso de la enfermedad. Aparte del uso de muestras humanas o animales,
también sera posible analizar analitos ambientales como de superficie o de
aguas residuales.

Muestras clinicas para el diagnostico de COVID-19

Generalmente, el diagnostico por laboratorio de la infeccién respiratoria
aguda (IRA) por SARS-CoV-2 es realizado en muestras de tracto respiratorio
superior e inferior durante la infeccidon; usando muestras como, hisopado
nasofaringeo u orofaringeo, aspirado endotraqueal, lavado broncoalveolar y
esputo. Sin embargo, el uso de muestras como heces, sangre total, suero y
plasma también han permitido la identificacién de SARS-CoV-2, en individuos
con sospecha de infeccion (8). El hisopado nasofaringeo y orofaringeo son las
muestras mas usadas para la deteccion de SARS-CoV-2; ya que, para su toma,
no se requieren condiciones especiales para el paciente, y esta es de facil de
manipulacion (9-11). De igual manera, la saliva es utilizada como alternativa
de muestra para la deteccion viral; puesto que, es una muestra no invasiva
que incluso resulta ser mas efectiva que el hisopado orofaringeo, con una
sensibilidad del 96.7%, en las primeras etapas de la infeccion (12—14)

Asimismo, el uso de heces también ha permitido detectar casos positivos.
Tal es el caso de estudios realizados en nifios sospechosos para SARS-CoV-2
a través de hisopados rectales, los cuales al ser comparados con los hisopados
nasofaringeos, permiten la deteccién de SARS-CoV-2; incluso en casos en los
que los hisopados nasofaringeo y orofaringeo tenfan un resultado negativo.
Estos resultados, evaluados con la carga viral, indican una persistencia del
virus en el tracto gastrointestinal por mucho mas tiempo que en el tracto
respiratorio; lo cual lo convierte en una ayuda diagnéstica clave, en pacientes
sospechosos de COVID-19. Lo anterior sugiere, que hay una eliminacion del
virus por el tracto gastrointestinal; conllevando a algunos investigadores a
sugerir que esto podtia incidir en una posible transmisién oro-fecal de SARS-
CoV-2 (15-17).
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Adicionalmente, la toma de muestras en animales domésticos como
perros y gatos para la deteccion de SARS-CoV-2 a través de hisopados
nasal u oral, heces o hisopados rectales y muestras de sangre (suero); han
permitido la confirmacién y la deteccion por primera vez de la enfermedad
por la sintomatologia presentada de sus duefios quienes también presentaban
infeccion por COVID-19 en Colombia (18-20). Adicionalmente, a través de la
secuenciacion del genoma de SARS CoV-2 a partir de hisopados nasofaringeos,
fue posible confirmar la transmision de SARS CoV-2 del humano al perro
21).

Muestras ambientales para la vigilancia epidemiologica de SARS-
CoV-2

Por otro lado, en aras de implementar politicas de salud publica para
controlar y evitar la transmisiéon del SARS-CoV-2, se empezé a evaluar la
deteccion de este virus en muestras de aguas residuales basada en el protocolo
del CDC; aplicando este a muestras no-humanas. Un primer estudio realizado
con muestras obtenidas de campo mostré resultados eficientes en la deteccion
del virus, en otras muestras ambientales con resultados positivos para ARN de
SARS-CoV-2 por ensayo RT-qPCR; demostrando las ventajas de la vigilancia
ambiental, a través del monitoreo de las aguas residuales para la evaluacion de
los virus que circulan en una comunidad determinada. En resumen, vigilancia
epidemioldgica basada en la deteccion viral en aguas residuales (22-24).

La toma de hisopados ambientales a partir de superficies del laboratorio,
asi como también de otros sitios como clinicas, empresas e incluso en el
hogar, han sido utiles para el monitoreo de la presencia de SARS-CoV-2. El
protocolo estandarizado para la toma de este tipo de muestra utiliza un hisopo
ya sea de algodon, mas econémico, o poliestireno al cual se le retira una de
las puntas y se le aplica 100 ul del medio (solucién que contiene 0.5% Tritén
X-100 con 0.05 mm EDTA); y se debe frotar la superficie rotando el hisopo
en 4 direcciones. Una vez tomada la muestra se coloca el hisopo en un tubo
que posteriormente sera inactivado con calor, luego centrifugado, y a partir
del pellet recuperado se realizard la detecciéon por RT-qPCR de SARS-CoV-2,
tal como se detalla en la Figura 2 (25).
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Figura 2. Protocolo para la deteccion de SARS-CoV-2 a partir de muestras de superficies.
Tomado de Mascuch et al 2020. 25).

Procesamiento de muestras para el diagnostico de COVID-19

Para el montaje de cualquiera de las técnicas de diagndstico de SARS-
CoV-2, los especimenes biolégicos deben ser procesados en muestras
compatibles para la técnica de eleccion. Para el caso de ensayos serologicos,
muestras como sangre total, suero o plasma podran ser utilizadas de manera
directa en la prueba. Por su parte, para los métodos moleculares, en el que
se realiza la deteccién de acidos nucleicos, a las muestras se les realizara la
extraccion de ARN presente (26). Este aislamiento podra ser realizado con

90



Bertha Gastelbondo-Pastrana, Héctor Contreras, Karina Torres, Daniel Echeverri-De la Hoz,
Esteban Paternina, Camilo Guzman, Alejandra Arozamena, German Arrieta, Eimi Brango

métodos manuales o automatizados que permitiran la recuperacion del material
genético del virus del SARS-CoV-2 presente en el espécimen; realizando de
esta manera el diagnéstico molecular de COVID-19.

Principalmente, encontramos tres tipos de extraccion de ARN viral
desde distintos tipos de muestras. El primero y mas antiguo, pero atin vigente,
hace referencia a la extraccioén organica, la cual es considerada el método gold
standard para aislar el ARN viral. Este método esta basado en una solucion de
fenol-cloroformo, que con una fase de centrifugacion permite la separacion
de la fase organica (proteinas, lipidos y ADN) de la fase acuosa (ARN). Otra
técnica de extraccion mas moderna consiste en el aislamiento de ARN a con
perlas magnéticas que permiten la captura del material genético en la muestra
y ofrece una alta eficiencia en la captura y concentracion del ARN; esta técnica
ha sido adaptada a robots que permiten procesar de manera automatizada
una mayor cantidad de muestras al mismo tiempo. Por ultimo, el aislamiento
a través de columnas con membranas de silice constituye la técnica que utiliza
la propiedad de este, para atrapar el ARN viral; el cual sera recuperado a
través de maltiples centrifugaciones y lavados, en menos tiempo que con una
extraccion organica (20).

Diagnostico molecular de SARS-CoV-2

Debido a la rapida expansion a nivel mundial del SARS-CoV-2 y a la
gravedad que la enfermedad generaba en humanos a finales del afio 2019, fue
necesario desarrollar métodos de diagnoéstico rapido y precisos, que apoyaran
a la toma de decisiones clinicas y de salud publica. En razén de esto, fueron
desarrollados diversos ensayos de diagnéstico molecular por PCR cuantitativa
de transcripcion inversa (RT-qPCR), para detectar casos de COVID-19. Sin
embargo, no esta claro para muchos laboratorios clinicos, de investigacion y
de salud publica qué técnica deben adoptar o si los datos son comparables.
Entre los primeros ensayos para diagnéstico por RT-qPCR, para deteccion de
fragmentos génicos especificos de SARS-CoV-2, se destacan los desarrollados
por el Centro de Control de Enfermedades de China (CDC de China),
CDC de Estados Unidos (CDC de EE. UU.), Charité Institute of Virology,
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Universitits medizin Berlin (Charité) y Hong Kong University (HKU). Estos
protocolos han sido los referentes para el desarrollo de diversos ensayos a
nivel mundial, manufacturados por multiples casas comerciales (28-32).

RT-qPCR para deteccion de SARS-CoV-2

La PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR) se ha convertido en una
técnica definitiva para cuantificar las diferencias en los niveles de expresion
génica entre muestras. En los ultimos 20 afios, la popularidad de este método
ha aumentado exponencialmente, con la publicaciéon de miles de articulos de
diversos campos de la ciencia, incluida la investigacion agricola, ambiental,
industrial y médica, haciendo referencia a datos de RT — qPCR. Uno de
los principales factores que ha estimulado el crecimiento de su uso, es la
mayor demanda de los paneles de revision de revistas para el uso de RT-
qPCR como respaldo a las observaciones fenotipicas con datos moleculares
cuantitativos. Ademas, el analisis de expresion génica se esta utilizando ahora
para complementar y respaldar los datos de expresion de proteinas de ensayos
basados en protedmica. En este contexto, la prueba de RT-qPCR, fue la
primera prueba de diagnéstico validada para la deteccion de SARS-CoV-2 a
nivel mundial; y esta basada en la amplificacion de fragmentos gendémicos que
codifican diversas proteinas tanto estructurales como no estructurales, como
puede observarse en la Figura 3.
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Figura 3. Protocolo para la deteccion de SARS-CoV-2 a través de RT-qPCR a partir de
muestras de hisopados nasofaringeos.

Marcadores moleculares para diagnostico de SARS-CoV-2

Elvirus de SARS-CoV-2 cuenta con un genoma de ARN monocatenario
de sentido positivo (ARNss+) de aproximadamente 30.000 pares de bases,
asemejandose estructuralmente al ARN mensajero (ARNm) de células
eucaridticas, presenta un capuchon metilado (cap) en 5’ y una cola poliadenilada
(poli-A) en 3’, caracteristica que le otorga gran parecido al ARNm de la célula
huésped, pero se diferencian, en que el genoma viral contiene al menos diez
marcos de lectura abiertos (ORF) (28-30).

El genoma de SARS-CoV-2 se puede dividir de la siguiente manera; dos
marcos de lectura abierta (ORF1ab y ORF 1b) que codifican para la replicasa
vira y que presenta un tamafio de aproximadamente 21289 pb (31). Estos
genes, en el comienzo de la infeccién seran traducidos en las poliproteinas
ppla y pplab, las cuales sera procesadas por protedlisis para generar 16
proteinas no estructurales (nsps), que estaran implicadas en la replicacion del

93



Tecnologias diagnosticas para la deteccion de SARS-CoV-2

genoma y en la transcripcion de ARNm subgenémicos (sgARNs) (32-35).
Hacia el extremo 3’ del genoma viral se codifican los genes de las 4 principales
proteinas estructurales (proteina (S), proteina (M), proteina (E) y proteina
(N)) y de proteinas accesorias (proteina (HE), 3, 7a, entre otras) (28). Los
genes RdRp, E, N y S, son las dianas mas utilizadas para la deteccion del
SARS-CoV-2 mediante RT-PCR. Por ejemplo, la PCR denominada “Corman”
(Versiéon 1), en referencia al investigador que estandarizé este método, se
dirige a una combinacién del gen E y el gen RdRp. En esta configuracion, el
conjunto de cebadores / sondas de E-gene es especifico para betacoronavirus
(relacionados con murciélagos) y, por lo tanto, detecta tanto el SARS-CoV-1
como el SARS-CoV-2. Ademas, mientras que los cebadores del gen RdRp
también son especificos para los betacoronavirus, se utilizan dos sondas: una
especifica para los betacoronavirus y otra especifica para el SARS-CoV-2. Por
su parte, el protocolo del National Institute for Viral Disease Control and
Prevention, recomienda seleccionar los primers y sondas para la region marco
de lectura abierto 1ab (ORF1ab), y la nucleoproteina (N) (30).

Sensibilidad y especificidad

Estudios han demostrado que la eficiencia media en muestras clinicas es
de alrededor del 90%, con una diferencia de umbral (Ct), media de 3.5 ciclos,
en series de diluciones de hasta diez veces mayor de la concentracién original;
al probar diferentes grupos de cebadores y sondas para deteccion de SARS-
CoV-2. Estos datos coinciden con los criterios para una RT- qPCR eficiente.
Se demostré también que, en cuanto a la sensibilidad medida (valores de Ct
de interseccion con el eje y) es similar entre la mayoria de los conjuntos de
cebador-sonda; excepto para el conjunto RARp-SARSr (Charité). Se encontro
que los valores de Ct del conjunto RARp-SARSr (utilizando solo RdRp_
SARSt-P2 (sonda 2)), es generalmente 6-10 Ct mas altos (menor deteccion de
virus) que en otros conjuntos de cebador-sonda. Sin embargo, de igual manera
que RARp-SARSr (Charité), al probar 100 y 101 copias pl-1, el grupo de
cebadores-sondas 2019 nCoV_N2 (Protocolo CDC), no es capaz de detectar
pacientes SARS-CoV-2 con Ct <40, a partir de una muestra clinica. En tanto, a
102 copias de ARN viral ul-1, se puede detectar ARN con diversos conjuntos
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de sondas-cebadores, excepto para el conjunto RARp-SARSr (Charité), que
fue negativo (Ct> 40) en concentraciones de 100-102 copias de ARN viral
ul —=1. Los diferentes grupos de cebadores contienen primers degenerados
que aumentan la sensibilidad de estos. El problema de sensibilidad de RdRp-
SARSr (Charité), puede ser resuelto con un ajuste del cebador (S — A) (37).

Diagnostico serologico de la infeccion por SARS-CoV-2

Las pruebas serolégicas, también llamadas inmunoensayos, son
rapidas y sencillas alternativas para la deteccién de personas que han estado
expuestas a SARS-CoV-2 basados en la detecciéon cualitativa o cuantitativa
de antigenos (Ags) de SARSCoV-2 y/o acs anti-SARS-CoV-2. Hay varios
tipos de pruebas serolégicas disponibles, que incluyen: ELISA (ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas), IFI (prueba de inmunofluorescencia
indirecta), inmunoensayos de flujo lateral o las denominadas pruebas rapidas
y ensayos de neutralizacion.

Los inmunoensayos son muy utiles pues permiten evaluar la respuesta
inmune al SARS-CoV-2, mediante la deteccién de anticuerpos especificos
contra el virus(38). Desde inicios de la pandemia por COVID-19, varias
pruebas seroldgicas dirigidas al SARS-CoV-2, fueron fabricadas y estuvieron
disponibles comercialmente para afrontar la emergencia por este virus (39). La
utilidad de los inmunoensayos se fundamenta en que son rapidos y sencillos,
con una 6ptima sensibilidad y especificidad, pueden emplearse en distintas
condiciones ambientales, y funciona como un método de deteccion primaria
de la infeccién, para un oportuno tratamiento en pacientes diagnosticados
(40). Sin embargo, tienen una desventaja critica; dado que los acs dirigidos
especificamente al virus normalmente aparecerfan después de 6 dias o mas
después del inicio de la enfermedad (41). Las pruebas basadas en este principio
tienen un periodo de seropositividad de IgM a partir de la primera semana
post-infeccion (41). Adicionalmente, es importante destacar que las pruebas
serolégicas dependen de la capacidad de cada organismo para producir acs,
las diferencias inmunolégicas intrinsecas entre individuos, pueden afectar
significativamente el resultado de estas pruebas (42,43).
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Ensayo serolégico ELISA

La deteccion cuantitativa de acs en personas infectadas o expuestas el
algin momento por el SARS-CoV-2 ha sido uno de los ensayos serologicos
claves no solo para el seguimiento de la enfermedad COVID-19 sino también
para el seguimiento de individuos vacunados a través de la seroconversion. Por
lo general, se utilizan muestras de suero o plasma, sin embargo, también se
han adaptado estos kits de ELISA para acs como la IgG en saliva en pacientes
sospechosos de COVID-19 demostrando tener una sensibilidad del 84.2% y
especificidad del 100% (44).

Ese ensayo de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) detecta
acs de tipo IgM, IgA o IgG, de una manera semicuantitativa basado en el
inmunoensayo de sandwich de doble antigeno. Para la deteccion de acs totales
IgM, se utilizan antigenos recombinantes que contienen el dominio de unién
al receptor (RBD) de la proteina Spike de SARS CoV-2, que es inmovilizada
en el plato y luego capturada con el antigeno conjugado a la peroxidasa de
rabano picante tal como se detalla en la Figura 4. En el caso de la IgG se
usa una ELISA indirecta basado en la nucleoproteina recombinante. Se ha
reportado una especificidad para la ELISA de acs totales de 99.1%, para IgM
de 98.6% y para IgG 99.0% (45). La deteccion de la IgM sera solamente en
los primeros 5 dias; mientras que, la IgG si puede ser detectada a partir del dfa
14 del inicio de sintomas en las infecciones confirmadas por RT-qPCR; por
lo que es importante tener en cuenta el tiempo de infeccién primaria para la
interpretacion de los resultados (46,47).
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Figura 4. Protocolo para la deteccion de anticuerpos contra SARS-CoV-2 a través de Ensayo
serologico ELISA.

Estos ensayos poseen un valor diagnostico clave, adicional al de la
deteccion de ARN de SARS-CoV-2; en el caso de los pacientes sospechosos que
no ha sido confirmados por RT-qPCR. También para aquellos que han tenido
contacto estrecho con personas infectadas, pero son sanos, y considerados
positivos o probables portadores. Asi mismo, para mirar la seropositividad de
los pacientes que han sido confirmados con RT-qPCR. Epidemiolégicamente,
estos inmunoensayos brindan una visiéon general de la poblacién en los casos
de estudio de posibles brotes en determinadas poblaciones (45).

Test de antigeno viral

Ante la emergencia sanitaria ocasionada por SARS CoV-2 era
importante tener resultados rapidos que ayudaran en el diagnéstico y control
de COVID-19. Es asi como las pruebas rapidas, que detectan antigeno del
SARS CoV-2, se convirtieron en una soluciéon para aquellos laboratorios
que no contaban con los equipos y reactivos necesarios para el diagnostico

97



Tecnologias diagnosticas para la deteccion de SARS-CoV-2

molecular de SARS CoV-2 por RT-qPCR. El procedimiento para el montaje
de la prueba rapida de antigeno es muy sencillo, basta con adicional 50 uL de
la muestra nasofaringea en el casette y luego adicionar 2 gotas del buffer a
temperatura ambiente de acuerdo con las instrucciones de cada fabricante, y
luego de 20 minutos de incubacion a temperatura ambiente se procede a hacer
la lectura teniendo como referencia la banda del control. Este procedimiento
se encuentra detallado en la Figura 5.

Negativo Positivo Negativo

Figura 5. Test para la deteccion de antigeno viral de SARS-CoV-2 a partir de muestras de
hisopados nasofaringeos.

Una de las pruebas rapidas que ha demostrado tener una buena
sensibilidad (71.8%) para especimenes con alta carga viral (Ct <25) y con una
especificidad del 100% es la de Abbott® Panbio TM COVID-19 Ag Rapid
Test, que fue altamente usada como ayuda diagnéstica durante la pandemia de
COVID-19 (48). En general, estas pruebas son rapidas, con una oportunidad
del resultado de 20-30 min, y de facil uso sin requerimientos especiales para
los laboratorios. Podemos encontrar disponibles una variedad de pruebas
de deteccion cualitativa de antigeno de distintos proveedores comerciales de
laboratorio. De acuerdo con esto, la sensibilidad y especificidad varfa segin
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la establecida por el fabricante y por el tipo de muestra utilizada, siendo muy
comun el hisopado nasofaringeo (48,49). En general la deteccion de antigeno
viral se dirige principalmente para la proteina de la nucleocapside el cual
permite un diagnoéstico temprano de la infeccion por SARS-CoV-2 (50).

Estas pruebas de antigeno son inmunocromatograficas y su sensibilidad
dependera de los Acs monoclonales que se usen para detectar el antigeno en
cada una de ellas. De igual forma los componentes del buffer de lisis utilizado
en el kit previo al montaje de esta prueba rapida, la proporcion del espécimen
en el analito y el método utilizado para visualizar, como el uso de particulas
de color, fosfatasa alcalina y su sustrato, latex de color y nanoparticulas de oro
coloidal para visualizar los complejos inmunes de Ag-Ac, también afectara la
sensibilidad. Por ejemplo, la visualizacién de los resultados que se hace a través
del ojo humano, se realiza a los 15-30, 30, 15, y 15 minutos respectivamente
(49). Otro aspecto a tener en cuenta concierne a el hecho de que la sensibilidad
analitica de las pruebas para la deteccién de variantes de SARS CoV-2 como
pot ejemplo la B1.1.7 para los cuales es baja (51). Esto quiere decir que al
momento de utilizar las pruebas rapidas para la deteccion de Ag de SARS
CoV-2 es necesario tener todos esos aspectos en cuenta antes de realizar un
diagnostico definitivo a partir del resultado de esta prueba en los casos en
que el paciente tenga sintomatologia caracteristica de la enfermedad, pero los
resultados no sean contundentes.

Adicionalmente, estos resultados de las pruebas de antigeno han sido
comparados evaluando la sensibilidad analitica con la RT-qPCR. Los hallazgos
de estas investigaciones, en las que comparan 6 pruebas rapidas, evidenciaron
que la sensibilidad de 4 pruebas rapidas (Espline SARS-CoV-2, Standard Q
COVID-19 Ag, ImmunoAce SARS-CoV-2, and QuickNavi COVID19 Ag)
era menor que la RT-qPCR a partir de muestras biolégicas y similar cuando
hicieron ensayos con los aislamientos virales realizados por el laboratorio.
Las pruebas que tuvieron mejor sensibilidad fueron Espline SARS-CoV-2 y
la Standard Q COVID-19 Ag, mientras que las pruebas ImmunoAce SARS-
CoV-2; QuickNavi -COVID19 Ag fueron las de sensibilidades bajas (49).
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Estas pruebas, aunque bastante tutiles para el diagnéstico de SARS CoV-2
gracias a un resultado rapido estan lejos de tener la sensibilidad diagnostica de
RT-qPCR incluso en los individuos que cursan asintomaticos (52—54).

Ensayo de neutralizacion viral

Durante el diagnéstico y seguimiento de pacientes con COVID-19 es
necesario evidenciar silos acs detectados en cada uno de ellos son funcionales,
es decir, capaces de neutralizar o impedir la entrada del virus a la célula y
como consiguiente evitar que se inicie el proceso de replicacion viral dentro
de la célula. Para este fin el gold standard es el ensayo de neutralizacion viral.
Este ensayo suple las limitaciones de ensayos como la ELISA para identificar
la funcionalidad de los acs o inmunoglobulinas contra SARS-CoV-2. De esta
manera, el ensayo de neutralizacién sera tutil no solo en la evaluacion de la
respuesta humoral en los individuos posterior a una infeccién natural sino
también posterior a la vacunacién, como por ejemplo para las vacunas de
ARNm BNT162b2 (Pfizer) y ARNm-1273 (Moderna) sobre todo ante el auge
de nuevas variantes producto de mutaciones en la proteina Spike de SARS
CoV-2 (55-57).

La prueba de seroneutralizacién por reduccion en placa es de los ensayos
serologicos mas especificos y sensibles para medir acs neutralizantes (Nab)
contra un agente infeccioso, en ella se detecta y cuantifica la neutralizacion
de acs en muestras de suero mediante el calculo del porcentaje de reduccion
de la actividad del virus por conteo y comparaciéon de nimero de placas (area
localizada de infeccién debido al efecto citopatico) con una cantidad estandar
de virus) (58) .

Las reacciones de neutralizaciéon tienen como principio la interaccion
entre inmunoglobulinas que se dirigen contra antigenos superficiales de los
virus (glicoproteinas de envoltura o antigenos de la capside) bloqueando la
ligacién entre estas y el receptor celular ACE2 lo que impide la unién del
virus a la célula. Este efecto se evalia al colocar en una placa, una mezcla
de virus y suero sanguineo en células susceptibles al virus especifico.
Para ello es necesario incubar el suero a usar para inactivar el sistema del
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complemento, para garantizar que el virus se esté neutralizando por funcién
de las inmunoglobulinas y no por la cascada bioquimica que producen estas
proteinas que componen el sistema del complemento (59).

El objetivo de la técnica es descubrir en que dilucién del suero testeado,
tiene la capacidad de inhibir la formacién de efecto citopatico, reduciendo
el numero de unidades formadoras de placas (UFP) en 50% siendo llamado
PRNT 50. A partir de una dilucién de virus ya titulado, que produzca una
media de 100 UFP y diluciones seriadas de los sueros a testar. Las células
finalmente se superponen con un medio semisolido OVERLAY, compuesto
por carboximetilcelulosa 3% y medio MEM 2% SFB para restringir la
propagacion del virus y limitar una expansion exagerada a células vecinas.
Estos ensayos se realizan en células VERO-E6 montadas en placas de 12, 24,
48 y 96 pozos, incubadas a 37 °C con atmésfera de CO, al 5% por el periodo
de incubacién del virus hasta formar efecto citopatico, para realizar fijacion
con formalina 10% y tincién con cristal violeta; como se encuentra detallado
en la Figura 6 (60).
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Figura 6. Ensayo de neutralizacion viral para la deteccion de SARS-CoV-2.

Como esta técnica ha sido considerada el estandar de oro para determinar
la proteccién inmunoldgica NAb anti-SARS-CoV-2, ha sido implementada en
estudios con sueros de individuos vacunados para comprobar la induccion de
acs neutralizantes que deberfan producir las vacunas para SARS-CoV-2. Esto
teniendo en cuenta el periodo y dosis para determinar respuesta humoral a
la vacuna por medio de la actividad débil o alta de neutralizacién por los
que se ha establecido que la proteccién inmunolédgica contra el SARS-CoV-2
relacionada con la neutralizacién viral mediada por acs (59).

102



Bertha Gastelbondo-Pastrana, Héctor Contreras, Karina Torres, Daniel Echeverri-De la Hoz,
Esteban Paternina, Camilo Guzman, Alejandra Arozamena, German Arrieta, Eimi Brango

En SARS-CoV2 por medio de estas pruebas se ha atribuido una eficacia
de hasta el 92 % a una dosis unica de la vacuna Comirnaty/BNT162b2 y
Moderna después de 14 dias desde el indculo, sin embargo, los resultados
destacan que 12 dias después de la primera dosis la producciéon de Nab es
débil, pero la respuesta mejora después de la segunda dosis (61).

Cuando estos ensayos evaluados en laboratorio 2 vitro se realizan a
pequena escala, se les denomina ensayos de microneutralizaciéon. A la fecha
existen muchos protocolos de microneutralizaciéon dependiendo del nimero
de células que se utilicen, condiciones de cultivo, la cantidad de virus para el
paso de la infeccion, el tiempo de incubacién virus-suero-células y el tiempo
de lectura. Estos ensayos fueron creados en 1990 con la capacidad de detectar
acs con actividad neutralizante que previene la infeccion viral en las distintas
lineas celulares. La actividad de neutralizacién se mide como la capacidad del
suero de reducir el efecto citopatico (ECP) debido a la inhibicién de la entrada
viral y por consiguiente replicacion. Esto convierte a la micro neutralizacion
en un método mas preciso de evaluar la proteccion 7 vitro mediada por acs

(55).

Este ensayo ha permitido evidenciar acs neutralizantes ante la infeccién
de SARS CoV-2 tanto en humanos como en animales. En un estudio realizado
encontro que el 94% de los participantes generaron acs neutralizantes capaces
de neutralizar del 42-99% de pseudovirus en los ensayos de neutralizacion
14 dias después de la exposicion, en otros estudios se evidenciaron a los 21
dias de exposicion. En un estudio de caso-control el 79% de los individuos
tenfa titulos bajos de acs (<1:1000) luego de 39 dias del inicio de los sintomas
mientras que solo el 3% mostraron titulos >1:5000. En general estos acs son
detectados entre los 7-15 dias después del inicio de sintomas, incrementando
en los dias 14-22 después decayendo por un periodo de 6 meses (62).

ILla mayoria de los estudios en los que fueron evaluados los acs
neutralizantes se correlacionan con la IgG virus-especifica, ya sea con IgG
anti-Spike o IgG anti-RBD. En otro estudio se aislaron acs especificos para
la proteina N y su potencial de unirse a los sitios de clivaje de la proteasa
como alternativa para la RBD aislada de plasma convaleciente. De hecho, esta
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IgG anti-N tuvo una correlacion significativa con la reduccion de la carga
viral, medida a través del Ct (cycle threshold) (62). La IgG que demostré una
correlacion muy fuerte entre los titulos de acs fue la IgG-anti-S1 (63).

Métodos alternativos de deteccion de SARS-CoV-2

La emergencia sanitaria de COVID-19 exigi6 a la comunidad cientifica
una rapida deteccion de SARS CoV-2. Esto permiti6é no solo estandarizar en
tiempo récord su diagnostico por RT-qPCR, sino también el desarrollo de
otros métodos alternativos de diagnéstico molecular de SARS CoV-2 con alta
sensibilidad y especificidad.

PCR isotérmica LAMP (Amplificacion isotérmica mediada por bucle)

Debido ala rapida diseminacion del virus, la OMS recalc la importancia
en tener a la mano un método rapido y simple de diagnoéstico de SARS CoV-2.
Fue asi como se empez6 a aplicar una retrotranscripcion a una amplificacion
isotérmica, obteniendo de esta manera un método de deteccién de SARS-
CoV-2 en 30 minutos. La tecnologia Loop-mediated isothermal amplification
(LAMP), por sus siglas en inglés, es una tecnologia de amplificacion de DNA
que ya habia sido aplicada previamente para virus, bacterias y parasitos. Esta
reaccion se caracteriza porque se da a una temperatura constante (65°C), y
el ADN diana puede ser amplificado en tan solo 30 minutos, como puede
observarse en la Figura 7. Todo esto permite no solo realizar el procedimiento
de detecciéon mas rapido, sino que no requiere de equipos especializados como
termocicladores en tiempo real o equipos especializados sino un equipo sencillo
como un termociclador de punto final ni tampoco personal especializado para
su montaje (64,65).

104



Bertha Gastelbondo-Pastrana, Héctor Contreras, Karina Torres, Daniel Echeverri-De la Hoz,
Esteban Paternina, Camilo Guzman, Alejandra Arozamena, German Arrieta, Eimi Brango

|

(@ Incubar a 65°C e (5) Resultados

Tiempo 30 min @

Positivo

Negativo
Bafio serologico Termociclador Evidencia de amplificacién

Figura 7. PCR isotérmica LAMP para la deteccion de SARS-CoV-2 a partir de muestras de
hisopados nasofaringeos.

Para la ejecucion de este método, se utilizan cuatro cebadores o primers
para amplificar seis regiones distintas en el gen diana; y este luego, es detectado
colorimétricamente o fluorométricamente. Todo esto aumenta la especificidad
de la prueba; de esta manera los cambios en el color, niveles de fluorescencia
o turbidez indican la presencia de ARN de SARS-CoV-2. Sumado, a un par
adicional de “cebadores de bucle” para acelerar la reacciéon (66).

Ahora bien, las reacciones de la Reverse Transcription Loop Mediated
Isothermal Amplification (RT-LAMP) utilizadas para la deteccion de SARS-
CoV-2 incluye entonces una transcripcion reversa y una ADN polimerasa
con una alta actividad de desplazamiento en la hebra y tolerancia a altas
temperaturas. En este paso, las muestras son incubadas de 20 a 60 minutos a
una temperatura constante (65°C), los oligonucleétidos serviran de primers
para la transcripcion reversa, y finalmente, son asignados oligonucle6tidos
adicionales para la ADN polimerasa. Luego este producto de la transcripcion
inversa servira de plantilla para la ADN polimerasa que con la adicién de
deoxinucledtidos  trifosfatos, realizara la reaccién de extension. Una vez
finalizada la reaccién y el tiempo transcurrido para la lectura de los resultados,
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la amplificaciéon de acidos nucleicos libera pirofosfatos e iones hidréogeno que
disminuyen el pH de la solucién de la reaccidn, esto se revela con un indicador
sensible al pH para evidenciar un resultado positivo o negativo de RT-LAMP,
en donde por ejemplo el rojo de fenol el cual es de un color rosado a pH 8.2-
8.6, cambia a un color amarillo cuando el pH baja (67).

Sensibilidad y especificidad. 1.a RT-LAMP para SARS-CoV-2 ha demostrado
tener una sensibilidad alta al detectar ARN viral en los 30 minutos de reaccion
y es de 2 copias en 25 ul de reaccion (80 copias de ARN viral por ml) si se
usan primers especificos para el gen N, S y ORflab. Incluso si el nimero de
copias de ARN es 200 por reaccion, el resultado de la amplificacion podra ser
evidenciada a los 15 minutos. Esta tecnologia se encuentra evaluada para el
diagnostico de COVID-19 (65). La RT-LAMP adaptada para la deteccion de
ARN viral de SARS-CoV-2 a partir de hisopados nasofaringeos y muestras de
esputo con la deteccion de gen diana el gen S de SARS CoV-2, ha demostrado
poseer una sensibilidad del 88.89% vs la sensibilidad de la RT-qPCR de
81.48% y una especificidad del 99.00% en un estudio realizado en el 2020. Asi
mismo el rendimiento de la RT-LAMP, a partir de hisopados nasofaringeos
y orofaringeos, al ser comparada con la RT-qPCR para la deteccién de SARS
CoV-2 con genes diana ORfla/b y gen N, se evidencié con una sensibilidad
del 97.5% y una especificidad del 99.7%. Estos datos han permitido demostrar
que esta prueba diagnostica, la cual no requiere equipos especiales, y que

simplemente requiere de una temperatura constante y una inspeccion visual;
se considera una prueba simple, rapida y muy sensible que facilita a todos los
laboratorios la detecciéon de SARS-CoV-2(65,67,68).

Clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR-
Cas)

A partir del ARN extraido de hisopados nasofaringeos también es
posible detectar el SARS-CoV-2 mediante el ensayo basado en la deteccion de
la basqueda de la endonucleasa o enzima CRISPR obteniendo un resultado
rapido (<40min) y facil de implementar en los laboratorios. Esta tecnologia
fue desarrollada por Gootenberg ¢ a/ en el 2018 a partir de la denominada,
por el término en inglés, tecnologia SHERLOCK (Specific High-sensivity
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Enzymatic Reporter unLOCKing) que permitfa la deteccion de ADN o
ARN entre muestras que diferfan por un solo nucleétido; esto a partir de
una sefial fluorescente emitida por un reportero que emite fluorescencia
cuando es clivado por este tipo de enzimas (69). Esta deteccion es posible
incluso en muestras con bajas concentraciones de material genético (67). Asi
mismo, esta tecnologfa revolucioné el campo de diagnéstico molecular de
enfermedades infecciosas en tanto se utiliz6 para la detecciéon de virus como
Dengue (DENV), Zika (ZIKV) y Virus del Papiloma Humano (VPH) u otras
aplicaciones como la mutacién de genes en ADN circulante libre en las células
a partir de pacientes con cancer de pulmoén (70).

Es asi que, se utiliza la tecnologia SHERLOCK en combinaciéon con
una pre-amplificacion isotérmica con el clivaje preferencial de las enzimas Cas
como tecnologia diagnodstica viral de enfermedades infecciosas, dando origen
a uno de los métodos basados en Cas: DETECTR (DNA endonuclease-
targeted CRISPR trans reporter). En este método el clivaje es realizado por
un tipo de endonucleasa tipo V la Cas12a o también la Cas12b, que degrada
completamente las cadenas sencillas de ADN; aunque algunas enzimas Cas
tienen como target la molécula de ADN, las RNAsas como la Cas13a que
utiliza ARN, puede ser reprogramada con ARNs CRISP (ctARNs) y de
esta manera convertirla en una plataforma especifica para sensar el ARN
(71,72). En los primeros ensayos, los investigadores utilizaron las enzimas que
bioquimicamente eran compatibles luego de caracterizar 13 miembros de la
familia CRISPR-Cas13a y 14 miembros de la familia CRISPR-Cas13b. Estas
nucleasas hacen parte del grupo de nucleasas CRISPR-Cas guiadas por ARN
(Cas 13a-d), también existe otro grupo que es el guiado por ADN (Cas12
y Casl4) ambos grupos con capacidad de clivaje colateral, es decir, en la
hebra sentido o antisentido (73). De esta manera, se pudo detectar ARN de
cadena sencilla de Zika virus (ZIKV) en el canal HEX y el ARN de cadena
sencilla de virus Dengue (DENYV) en el canal FAM en la misma reaccion con
el sistema basado en la enzima Cas12a (Cpfl). Incluso es posible lograr una
amplificacion de la sefial si de adiciona la accién de la endonucleasa efectora
CRISPR tipo III Csm6 (69,74).
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Este sistema basado en CRISPR/Cas13 para el diagnéstico de SARS
CoV-2 fue desarrollado por un grupo de investigaciéon en China utilizando
2 ARN gufas (ARNg) para identificar los genes Sy ORF74b del genoma de
SARS-CoV-2. Si en la muestra esta presente SARS-CoV-2, cada uno de los
ARNg reconocera el gen asociado a este ya sea S 0 ORF7ab, y es aqui donde
guiaran a la Cas13 para clivar los dos targets (75).Las dltimas investigaciones
realizadas con esta tecnologfa en SARS CoV-2 han demostrado quela aplicacion
de CRISPR permite detectar SARS CoV-2 de una manera rapida, eficiente y
ademas con alta especificidad y sensibilidad en condiciones isotérmicas (72).

La deteccion de SARS CoV-2 mediante la tecnologia que utiliza CRISPR
es comunmente realizada con CRISPR-Cas12a, y CRISPR-Cas13a, en algunos
casos se utilizas Cas9 a partir de diferentes organismos (Tablal). Los métodos
de deteccion basados en este grupo de enzimas han utilizado como muestras
hisopado nasofaringeos, esputo, lavado broncoalveolar, saliva e hisopado
nasal. A parte del DETECTR, encontramos otros métodos basados en
Cas12 y Cas13: opvCRISPR, iSCAN, CRISPR-ENHANCE, ITP-CRISPR,
VaNGuard, STOPCovid, STOPCovid.v2, RCSMS, CLAP, WS-CRISPR,
dWS-CRISPR, Sherlock CRISPR SARS-CoV-2 y DISCoVER. Usualmente
los genes diana del SARS-CoV-2 que se utilizan para amplificar el genoma del
virus corresponden al gen N y E mas que el gen ORF1ab y S(76).

Tabla 1. Proteinas Cas usadas en el diagnostico CRISPR.

Variante Cas Enzima Organismo
Cas12 LbCas12a (o LbaCas12a) Lachnospiraceae bacterium
as
AaCas12b (o AapCas12b)  Alicyclobacillus acidiphilus
LbuCas13a Leptotrichia buccalis
Cas13 o .
LwaCas13a Leptotrichia wadei
Cas9 FnCas9 Francisella novicida

Modificado de Khan et al 2021(77).

El ensayo utiliza un equipo basico de biologia molecular como lo
es termocicladores convencionales y transiluminadores para la deteccion
cualitativa o un lector de fluorescencia para la deteccion cuantitativa, lo que
garantiza el bajo costo y la rapidez del montaje de la técnica para su uso en
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diagnostico. (78). En cuanto al protocolo del montaje, es sencillo y consta de
3 pasos basicos (Figura 8). El primer paso corresponde a la preparacion de la
muestra ya sea con inactivacion por calor o extracciéon del ARN. Posterior a
esto se realizara la amplificacion de los genes seleccionados como genes diana
de SARS CoV-2 en condiciones isotérmicas a través de una RT-LAMP y por
ultimo la deteccion de CRISPR-Cas13 o la enzima utilizada de acuerdo al
método de preferencia para el diagnéstico de SARS COv-2.

Preparacién de muestra Amplificacién de gen objetivo  Deteccién de CRISPR-Cas13

Inactivacién por calor o extraccion de ARN LAMP Lectura de fluorescencia

Ay
.

Fluorescencia

Tiempo

Dispensar proteinasa K y muestra a cada pocillo. Dispensar la master mix LAMP y la muestra en una  Agregar mix para deteccién de Cas and leer en
Calentar 65°C 6 min. 98°C 3 min. Enfriar antes de placa de 384 pocillos. Cubrir con aceite mineral y  plato de lectura a 37°C por 10 min.
agregar a LAMP. sello térmico. Incubar 30-40 min a 61°C.

Figura 8. Paso a paso del protocolo utilizado para la deteccion de SARS Cov-2 utilizando
RT-PCR mediada por la amplificacion y visualizacion basada en CRISPR/Cas. Modificado de
Manning et al, 2022.

Limite de deteccion (1.OD), sensibilidad y_especificidad. E1 1LOD, definido
como el nimero minimo de copias virales que pueden ser detectadas en una
muestra diferira entre los métodos basados en CRISPR-Cas 12/13, el LOD
mas bajo es el del STOPCovid.v2 con 0.033 copias/uL. La sensibilidad clinica
de estos métodos de deteccion esta alrededor de 75-100% y una especificidad
de 95.5%-100%, en donde los métodos Sherlock CRISPR SARS-CoV-2 y el
opvCRISPR con una sensibilidad y especificidad del 100% (76).

Estos métodos son claves para la deteccion de SARS-CoV-2 ya sea
unicamente este virus o en montajes simultaneos con otros virus respiratorios
comolo soninfluenza A, influenza B y virus sincitial respiratorio que permitiran
su diferenciacion diagnostica ante la sintomatologfa similar presentada (79,80)
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. Adicionalmente este método permite adaptarlo para detectar las variantes de
preocupacion (VOCs) de SARS CoV-2 con el disefio de distintos ctARNS para
los genes diana N y S y de esta manera detectar en funcién de las mutaciones
de esos genes las distintas VOCs (81).

Secuenciacion gendmica

LLa metagenomica con la secuenciacién de nueva generacion (mNGS)
se ha convertido en uno de los métodos mas importantes para detectar SARS-
CoV-2. En el afio 2001, se dio un gran avance con la publicacién histérica
del borrador de los resultados del proyecto del Genoma Humano por
secuenciacion de Sanger, desarrollada en 1977 por Fred Sanger. Esta tecnologia
esta basada en el método de terminacion en la sintesis de cadena a través de
un primer iniciador en donde luego la polimerasa sintetiza la cadena de ADN
complementaria a la plantilla y esta secuencia resultante sera determinada. Esta
primera secuenciacion se le denominé secuenciacién de primera generacion,
la deteccion. Mas tarde, la secuenciacion de la eucromatina en el 2004 abrié
muchas puertas para las distintas tecnologfas de secuenciaciéon que servirfan
como paso clave en el diagnéstico de muchas enfermedades infecciosas
convirtiéndose en la mas completa hasta el momento para estos fines (82).

La secuenciaciéon de Sanger solo permitia la secuenciaciéon de una
unica secuencia de un fragmento de ADN por reaccion, esto se convirtié en
una limitacién de tiempo. Es asi como se crearon los métodos de secuenciacion
basados en Chip, los denominados microarrays, que, aunque no permitia la
secuenciaciéon de ADN si permitia la secuenciacion de variantes y ARNm
al tiempo, siendo util para describir el proteoma de SARS CoV-2 a partir de
muestras de suero de pacientes con COVID-19 (83).

La secuenciaciéon de tercera generacion o de nueva generacion
(Secuenciadores por nanoporos) y la que se encuentra vigente se caracteriza
por dos aspectos: el primero es que no se necesita PCR antes de la
secuenciacion con tiempos cortos de preparacion del ADN y lo segundo es
que la sefial es capturada en tiempo real lo que significa que no importa si es
fluorescente (Pacific Biosciences Pacbio) o corriente eléctrica (Nanopore), es
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monitoreada durante la reacciéon enzimatica por la adiciéon de nucleétidos a
la cadena complementaria. Pacific Biosciences introdujo la tecnologia de una
molécula en tiempo real o single-molecule real time (SMRT) con una longitud de
lectura de 10 kilobases (kb). Luego en el 2014 nacié MinION, con tan solo
10x3x2 cm y un peso de 90g, el primer secuenciador comercial con tecnologia
nanopore, desarrollado por Oxford Nanopore Technologies (ONT), y
funciona identificando las bases en el ADN por la medida en el cambio de
conductividad eléctrica que se genera al pasar las cadenas sencillas a través
de un poro biolégico. Esta tecnologia ha resultado de gran utilidad para el
diagnostico de diferentes variantes de SARS CoV-2 a través de la secuenciacion
de genoma completo identificando las mutaciones en la proteina Spike (84).
El procedimiento general de la secuenciacion genémica de SARS-CoV-2 se
observa en la Figura 8.

Recientemente en la secuenciaciéon de tercera generaciéon ha tomado
auge una nueva plataforma para la secuenciacioén a partir de las nanoesferas
que genera un incremento en la precision y disminuye duplicados. Estas
plataformas las manejan los instrumentos de secuenciacion de ADN de
MGI que utilizan la tecnologia central de ultima generacién denominada
DNBSEQ™. Esta tecnologia de secuenciacion de préxima generacion,
consiste en que a partir de la circularizacién de los fragmentos de libreria se
generan multiples copias clonales que aumentan la sefal para robustecer la
deteccion de la secuencia (Figura 10). Estas nanoesferas o nanobolas de ADN
(DNB) son impulsados por el sistema de fluidos del secuenciador desde el
tubo de muestras y cargados en una celda de flujo que contiene la matriz
especifica de unién de DNB; luego se le agrega el cebador de secuenciacion y
se hibrida con la regién adaptadora del DNB (85).

Lo que hace el instrumento para lograr una secuenciacion precisa, luego
de adicionar sondas de ANTP marcadas con fluorescencia y ADN polimerasa,
es tomar las imagenes después de que las sondas marcadas con fluorescencia
en el DNS se exciten con los distintos laseres y luego esta imagen se convertira
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en una sefial digital a través del software de MGI(85). Esta tecnologia se
ha vuelto mas popular en las distintas aplicaciones de secuenciacién y ha
demostrado tener alta calidad en los datos como la de Ilumina (80).

@ Extracién RNA @ Fragmentar el ARN en segmentos cortes. @ Convertir fragmentos de ARN en ADNc

AN /\ - —_— mnu?% uianig mm]m

O OO IO

T m——
\;v‘y e 29.8kb amplificados

(@) Preparacién de libreria (3) secuenciacién y analisis
Ad“‘a“' i
T
% a1
Fragmentos de ADN Libreria DNA 4 e i
llamada de bases
R
Filogenia

266 13468 21,563 8674
ORFl= ORF1b

RdRp
[

Genoma secuenciado

Alinear Identificar
\ecmras vanames
T Fasm

Figura 9. Protocolo general de secuenciacion de Nueva Generacion (NGS) por la tecnologia
de MGI. Modificado de brochure de equipos MGI Gencell Pharma, tecnologia patentada MGI
DNBSEQ (85).
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Figura 10. Secuenciacion de Nueva Generacion (NGS) a través de Nanobolas de ADN.
Adaptado de brochure de equipos MGI Gencell Pharma, tecnologia patentada MGI DNBSEQ
85).

Finalmente, ya es posible hablar de la secuenciacién de cuarta
generacion, pero aun es un método muy experimental. Se refiere a la
realizacion de un experimento de secuenciacion en contexto, es decir, del ADN
de células individuales en una seccién histolégica por ende de su contexto. Sus
aplicaciones, en vez de generar secuencias completas a partir de cada célula,
estarfan relacionadas con la bisqueda de secuencias de ADN definidas como
por ejemplo aquellas que ya hayan sufrido una mutaciéon somatica (87). Esto
podria ser util para el diagnéstico de COVID-19 a partir de tejidos.

Limitaciones

Las limitaciones que acarrean las distintas tecnologias diagnosticas de
SARS CoV-2 seran evaluadas a través de la sensibilidad diagnéstica. Esta
sensibilidad dependera no solo de la calidad de la toma de la muestras y
tiempo transcurrido desde el contacto con SARS-CoV-2, sino también de
los métodos utilizados para la extraccién del material genético, esto influira
directamente en la calidad del resultado. La carga viral disminuye luego de la
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fase de la enfermedad; después del séptimo dia, y cerca al dia catorce luego
del inicio de los sintomas, pueden encontrarse falsos negativos. Asi mismo es
necesario tener una interpretacion correcta de un resultado negativo, es decir,
un resultado negativo debera interpretarse como la ausencia del virus SARS-
CoV-2 o que este virus podria estar presente, pero éste se encuentra por debajo
del limite de deteccion de la prueba. También en este caso, es necesario tener
en cuenta que, si la calidad de la muestra es baja, es decir con baja celularidad
por la utilizacién de una técnica inadecuada, un resultado negativo no reflejara
la carga viral presente en la muestra de manera que no reflejara con exactitud
la carga viral presente lo cual estara relacionado con la sensibilidad analitica de

la prueba utilizada (Tabla 2)(20).

Tabla 2. Comparacion de las diferentes tecnologias diagnosticas para la deteccion de
SARS CoV-2. Modificado de (88).

Uso Método Descripcién Temperat}lrra Senslbrll.ldad Especifici- Tiem-
de operacién analitica dad po
PCR regular . L 0.14 copias/ o .
Deteccidn RT-qPCR Gold estandar Ciclos térmicos ul, 96%-100%  2-4h
de ARN Isotérmica
viral (E, g anip Utiliza spocaec 2 copias/ 99% 15-60
Otrflab) . ulL min
o recombinasa
Diagnostico
molecular de RT’_LAM'l? 62°C para RT-
COVID-19 (amplificacién) LAMP PPV: 95%
en la fase DETECTR CRISPR/ 37°C para 10 copias/pL NPV: 30min
e . 0,
inicial Casl% LbCas12a 100%
(deteccién)
Deteccion Inmunoensayo
de Ag viral para virus
Para triage o ELISA Baja Ambiente 100 pg/mL 99.3% 3-5h
tamizaje de sensibilidad
pacientes. que la PCR
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Temperatura Sensibilidad Especifici- Tiem-

Uso Método Descripcion de operacién analitica dad po
Inmunoensa-
Prueb: . o 84.2%— <15
rueba yos para IgG Ambiente Cualitativo ’ .
rapidas 100% min
y IeM
Placa de mi-

Detectar acs

desarrolla- ELISA €ropozos Ambiente 100 pg/mL  67%98.6%  3-5h
Fluorescente o
dos por el L.
cromogénico
hospedero
Ensavo de Detectar acs
insay : B
neutraliza- én.fase z.lguda Ambiente 0.22 copias/ 100% 2, 3
cion Evidenciar se- uL dias

roconversion

PPV: Valor predictivo positivo; NPV: Valor predictivo negativo.

La carga viral también tiene un impacto directo en la precision del
diagndstico ya que en algunos casos se podrian presentar resultados negativos
enindividuos positivos para COVID-19 (89,90). Se considera que los resultados
positivos a partir de muestras nasofaringeas para RT-qPCR para SARS CoV-2
disminuyen a medida que progresa la enfermedad debido a una disminucién
en la carga viral. En estos casos se considera que es mejor el uso de muestras
como el esputo, lavado broncoalveolar o heces a partir de hisopado rectal (91).
Es aqui en este punto la recomendacion del uso de las pruebas de diagnostico
serolégico para evaluar la respuesta inmune del hospedero a la infeccion. (92)

Por su parte otra limitante en el diagnéstico de COVID-19 lo constituye
la secuenciacion. Esta debido a su alto costo no es utilizado de rutina dentro de
los laboratorios para la detecciéon de SARS-CoV-2. Ademas, sus ciclos largos
ciclos, hacen que sea una técnica demorada. Adicionalmente, los métodos de
secuenciacién son susceptibles a la sustitucion de nucleétidos lo que podria
afectar la eficiencia de hibridacién de los oligonucleétidos y obtener resultados
falsos negativos(75).

En resumen, a pesar de estas limitaciones de deteccion como es el caso
principal de la prueba go/d estandard de la RT-qPCR, se hace necesario combinar
estas pruebas moleculares con pruebas serologicas, para la deteccion de acs
IgM/IgG; estas ultimas, como pruebas complementarias ante la confirmacion
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de un caso sospechoso. Se debe tener en cuenta que, en las etapas iniciales de

la infeccién, a excepcidn de la IgM que se detecta en los primeros dias de la

infeccién, no podrian ser utiles si permiten evidenciar la seroconversion entre
los dfas 5-7 y 14 dias después del desarrollo de los sintomas(75).
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