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La pandemia por COVID-19 se ha manifestado como un desafío 
para los gobiernos de todo el mundo debido a la transmisibilidad del virus, 
su impacto en los sistemas de salud, la economía y la sociedad (1). Esta 
enfermedad reveló la inminente necesidad de realizar diagnósticos a gran 
escala en periodos de tiempo relativamente cortos, basados en aspectos 
clínicos y en pruebas de laboratorio (2). Sin embargo, la sintomatología en 
algunos pacientes infectados se caracterizó por ser altamente atípica y en otros 
casos, suele presentar de manera asintomática; por esta razón, las técnicas 
basadas en biología molecular e inmunología se convirtieron en herramientas 
indispensables para la detección y estudio de la COVID-19 (3).

Para el diagnóstico del SARS-CoV-2, se utilizan de manera rutinaria, 
principalmente dos técnicas: la detección del ARN viral y la reacción 
inmunológica como se puede evidenciar en la Figura 1(4). El ARN viral 
generalmente se detecta por medio de la reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR) o haciendo uso de técnicas de hibridación de ácidos nucleicos; por 
su parte, los anticuerpos (Acs) contra el virus, pueden detectarse mediante 
ensayos inmunológicos y serológicos como la prueba de ELISA (2). Cabe 
señalar que ambas metodologías son importantes y se complementan; no 
obstante, la detección del ARN viral conduce a un diagnóstico del virus en 
su etapa activa, mientras que los ensayos serológicos ayudan a identificar a las 
personas cuyo sistema inmunológico desarrolló acs para combatir la infección 
(1,4).
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El progreso de la pandemia despertó el interés de investigadores en 
implementar, desarrollar e innovar técnicas y diferentes tecnologías que 
facilitaran la detección del SARS-CoV-2. Actualmente, el diagnóstico de 
COVID-19 está enfocado en la RT-qPCR considerada prueba gold standard; 
y por otra parte, el diagnóstico basado en acs. Sin embargo, las tecnologías 
alternativas como Secuenciación de Próxima Generación (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 diagnóstico para 
SARS-CoV-2 (5,6). Además, es importante destacar que, parámetros como 
la sensibilidad, la reproducibilidad y la confiabilidad de todas estas nuevas 
tecnologías diagnósticas de COVID-19, aún se encuentran en fase de validación 
y comparación. Por esto, los siguientes años (durante y pos pandémicos), 
han sido enfocados en las ventajas y desventajas de estas tecnologías, y de su 
precisión diagnóstica para la discriminación masiva y oportuna entre pacientes 
sanos y sospechosos; además de la importancia de su aplicación 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 esperarían metodologías más sencillas y accesibles en 
el futuro. Esto, con el fin de dotar y disponer de más laboratorios capacitados 
para dar respuesta a esta y las próximas emergencias sanitarias; además de 
cubrir, las necesidades de los sistemas de salud nacionales e internacionales 
(7).

El presente capítulo tiene como objetivo detallar cada una de las 
tecnologías diagnósticas que han sido clave para la detección 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 parámetros analíticos y las posibles 
limitaciones según la línea de tiempo de la enfermedad. Adicionalmente, se 
detallan algunas perspectivas futuras o métodos alternativos de diagnóstico de 
SARS-CoV-2, teniendo en cuenta la presión genética evolutiva de este último.
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Figura 1. Tecnologías diagnósticas inmunológicas y moleculares para la detección de SARS-
CoV-2.

Tipos y procesamiento de muestras

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

Muestras clínicas para el diagnóstico de COVID-19

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

Asimismo, el uso de heces también ha permitido detectar casos positivos. 
Tal es el caso de estudios realizados en niños sospechosos para SARS-CoV-2 
a través de hisopados rectales, los cuales al ser comparados con los hisopados 
nasofaríngeos, permiten la detección de SARS-CoV-2; incluso en casos en los 
que los hisopados nasofaríngeo y orofaríngeo tenían un resultado negativo. 
Estos resultados, evaluados con la carga viral, indican una persistencia del 
virus en el tracto gastrointestinal por mucho más tiempo que en el tracto 
respiratorio; lo cual lo convierte en una ayuda diagnóstica clave, en pacientes 
sospechosos de COVID-19. Lo anterior sugiere, que hay una eliminación del 
virus por el tracto gastrointestinal; conllevando a algunos investigadores a 
sugerir que esto podría incidir en una posible transmisión 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 detección de SARS-CoV-2 a través de hisopados 
nasal u oral, heces o hisopados rectales y muestras de sangre (suero); han 
permitido la confirmación y la detección por primera vez de la enfermedad 
por la sintomatología presentada de sus dueños quienes también presentaban 
infección por COVID-19 en Colombia (18–20). Adicionalmente, a través de la 
secuenciación del genoma de SARS CoV-2 a partir de hisopados nasofaríngeos, 
fue posible confirmar la transmisión de SARS CoV-2 del humano al perro 
(21).

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

Por otro lado, en aras de implementar políticas de salud pública para 
controlar y evitar la transmisión del SARS-CoV-2, se empezó a evaluar la 
detección 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 mostró resultados eficientes en la detección 
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 evaluación de 
los virus que circulan en una comunidad determinada. En resumen, vigilancia 
epidemiológica basada en la detección viral en aguas residuales (22–24).

La toma de hisopados ambientales a partir de superficies del laboratorio, 
así como también de otros sitios como clínicas, empresas e incluso en el 
hogar, han sido útiles 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 algodón, más económico, o poliestireno al cual se le retira una de 
las puntas y se le aplica 100 µl del medio (solución que contiene 0.5% Tritón 
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 será inactivado con calor, luego centrifugado, y a partir 
del pellet recuperado se realizará la detección 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 detección de SARS-CoV-2 a partir de muestras de superficies. 
Tomado de Mascuch et al 2020. (25).

Procesamiento de muestras para el diagnóstico de COVID-19

Para el montaje de cualquiera de las técnicas de diagnóstico de SARS-
CoV-2, los especímenes biológicos deben ser procesados en muestras 
compatibles para la técnica de elección. Para el caso de ensayos serológicos, 
muestras como sangre total, suero o plasma podrán ser utilizadas de manera 
directa en la prueba. Por su parte, para los métodos moleculares, en el que 
se realiza la detección de ácidos nucleicos, a las muestras se les realizará la 
extracción de ARN presente (26). Este aislamiento podrá ser realizado con 
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métodos manuales o automatizados que permitirán la recuperación del material 
genético del virus del SARS-CoV-2 presente en el espécimen; realizando de 
esta manera el diagnóstico molecular de COVID-19.

Principalmente, encontramos tres tipos de extracción de ARN viral 
desde distintos tipos de muestras. El primero y más antiguo, pero aún vigente, 
hace referencia a la extracción orgánica, la cual es considerada el método gold 
standard para aislar el ARN viral. Este método está basado en una solución de 
fenol-cloroformo, que con una fase de centrifugación permite la separación 
de la fase orgánica (proteínas, lípidos y ADN) de la fase acuosa (ARN). Otra 
técnica de extracción más 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 concentración del ARN; esta técnica 
ha sido adaptada a robots que permiten procesar de manera automatizada 
una mayor cantidad de muestras al mismo tiempo. Por último, el aislamiento 
a través de columnas con membranas de sílice constituye la técnica que utiliza 
la propiedad de este, para atrapar el ARN viral; el cual será recuperado a 
través de múltiples centrifugaciones y lavados, en menos tiempo que con una 
extracción orgánica (26).

Diagnóstico molecular de SARS-CoV-2

Debido a la rápida expansión a nivel mundial del SARS-CoV-2 y a la 
gravedad que la enfermedad generaba en humanos a finales del año 2019, fue 
necesario desarrollar métodos de diagnóstico rápido y precisos, que apoyaran 
a la toma de decisiones clínicas y de salud pública. En razón de esto, fueron 
desarrollados diversos ensayos de diagnóstico molecular por PCR cuantitativa 
de transcripción inversa (RT-qPCR), para detectar casos de COVID-19. Sin 
embargo, no está claro para muchos laboratorios clínicos, de investigación y 
de salud pública qué técnica deben adoptar o si los datos son comparables. 
Entre los primeros ensayos para diagnóstico por RT-qPCR, para detección de 
fragmentos génicos específicos 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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Universitäts 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 múltiples casas comerciales (28-32).

RT-qPCR para detección 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 expresión 
génica entre muestras. En los últimos 20 años, la popularidad de este método 
ha aumentado exponencialmente, con la publicación de miles de artículos de 
diversos campos de la ciencia, incluida la investigación agrícola, 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 revisión de revistas para el uso de RT-
qPCR como respaldo a las observaciones fenotípicas con datos moleculares 
cuantitativos. Además, el análisis de expresión génica se está utilizando ahora 
para complementar y respaldar los datos de expresión de proteínas de ensayos 
basados en proteómica. En este contexto, la prueba de RT-qPCR, fue la 
primera prueba de diagnóstico validada para la detección de SARS-CoV-2 a 
nivel mundial; y está basada en la amplificación de fragmentos genómicos que 
codifican diversas proteínas tanto estructurales como no estructurales, como 
puede observarse en la Figura 3.
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Figura 3. Protocolo para la detección de SARS-CoV-2 a través de RT-qPCR a partir de 
muestras de hisopados nasofaríngeos.

Marcadores moleculares para diagnóstico de SARS-CoV-2

El virus 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 
eucarióticas, presenta un capuchón metilado (cap) en 5’ y una cola poliadenilada 
(poli-A) en 3’, característica 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 tamaño de aproximadamente 21289 pb (31). Estos 
genes, en el comienzo de la infección serán traducidos en las poliproteínas 
pp1a y pp1ab, las cuales será procesadas por proteólisis para generar 16 
proteínas no estructurales (nsps), que estarán implicadas en la replicación del 
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genoma y en la transcripción de ARNm subgenómicos (sgARNs) (32–35). 
Hacia el extremo 3’ del genoma viral se codifican los genes de las 4 principales 
proteínas estructurales (proteína (S), proteína (M), proteína (E) y proteína 
(N)) y de proteínas accesorias (proteína (HE), 3, 7a, entre otras) (28). Los 
genes RdRp, E, N y S, son las dianas más utilizadas para la detección del 
SARS-CoV-2 mediante RT-PCR. Por ejemplo, la PCR denominada “Corman” 
(Versión 1), en referencia al investigador que estandarizó este método, se 
dirige a una combinación del gen E y el gen RdRp. En esta configuración, el 
conjunto de cebadores / sondas de E-gene es específico para betacoronavirus 
(relacionados con murciélagos) y, por lo tanto, detecta tanto el SARS-CoV-1 
como el SARS-CoV-2. Además, mientras que los cebadores del gen RdRp 
también son específicos para los betacoronavirus, se utilizan dos sondas: una 
específica para los betacoronavirus y otra específica 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 región marco 
de lectura abierto 1ab (ORF1ab), y la nucleoproteína (N) (36).

Sensibilidad y especificidad

Estudios han demostrado que la eficiencia media en muestras clínicas 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 concentración original; 
al probar diferentes grupos de cebadores y sondas para detección de SARS-
CoV-2. Estos datos coinciden con los criterios para una RT- qPCR eficiente. 
Se demostró también que, en cuanto a la sensibilidad medida (valores de Ct 
de intersección con el eje y) es similar entre la mayoría de los conjuntos de 
cebador-sonda; excepto para el conjunto RdRp-SARSr (Charité). Se encontró 
que los valores de Ct del conjunto RdRp-SARSr (utilizando solo RdRp_
SARSr-P2 (sonda 2)), es generalmente 6-10 Ct más altos (menor detección de 
virus) que en otros conjuntos de cebador-sonda. Sin embargo, de igual manera 
que RdRp-SARSr (Charité), al probar 100 y 101 copias µL-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 clínica. En tanto, a 
102 copias de ARN viral μl–1, se puede detectar ARN con diversos conjuntos 
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de sondas-cebadores, excepto para el conjunto RdRp-SARSr (Charité), que 
fue negativo (Ct> 40) en concentraciones de 100–102 copias de ARN viral 
μl –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).

Diagnóstico serológico de la infección por SARS-CoV-2

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

Los inmunoensayos son muy útiles pues permiten evaluar la respuesta 
inmune al SARS-CoV-2, mediante la detección de anticuerpos específicos 
contra el virus(38). Desde inicios de la pandemia por COVID-19, varias 
pruebas serológicas 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 rápidos y sencillos, 
con una óptima sensibilidad y especificidad, pueden emplearse en distintas 
condiciones ambientales, y funciona como un método de detección primaria 
de la infección, para un oportuno tratamiento en pacientes diagnosticados 
(40). Sin embargo, tienen una desventaja crítica; dado que los acs dirigidos 
específicamente al virus normalmente aparecerían después de 6 días o más 
después del inicio de la enfermedad (41). Las pruebas basadas en este principio 
tienen un período de seropositividad de IgM a partir de la primera semana 
post-infección (41). Adicionalmente, es importante destacar que las pruebas 
serológicas dependen de la capacidad de cada organismo para producir acs, 
las diferencias inmunológicas intrínsecas entre individuos, pueden afectar 
significativamente el resultado de estas pruebas (42,43).
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Ensayo serológico ELISA

La detección cuantitativa de acs en personas infectadas o expuestas el 
algún momento por el SARS-CoV-2 ha sido uno de los ensayos serológicos 
claves no solo para el seguimiento de la enfermedad COVID-19 sino también 
para el seguimiento de individuos vacunados a través de la seroconversión. 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 sándwich de doble antígeno. Para la detección de acs totales 
IgM, se utilizan antígenos recombinantes que contienen el dominio de unión 
al receptor (RBD) de la proteína Spike de SARS CoV-2, que es inmovilizada 
en el plato y luego capturada con el antígeno conjugado a la peroxidasa de 
rábano picante tal como se detalla en la Figura 4. En el caso de la IgG se 
usa una ELISA indirecta basado en la nucleoproteína 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 detección de la IgM será solamente en 
los primeros 5 días; mientras que, la IgG si puede ser detectada a partir del día 
14 del inicio de síntomas en las infecciones confirmadas por RT-qPCR; por 
lo que es importante tener en cuenta el tiempo de infección primaria para la 
interpretación de los resultados (46,47).
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Figura 4. Protocolo para la detección de anticuerpos contra SARS-CoV-2 a través de Ensayo 
serológico ELISA.

Estos ensayos poseen un valor diagnóstico clave, adicional al de la 
detección 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. Así mismo, para mirar la seropositividad de 
los pacientes que han sido confirmados con RT-qPCR. Epidemiológicamente, 
estos inmunoensayos brindan una visión general de la población en los casos 
de estudio de posibles brotes en determinadas poblaciones (45).

Test de antígeno viral

Ante la emergencia sanitaria ocasionada por SARS CoV-2 era 
importante tener resultados rápidos que ayudaran en el diagnóstico y control 
de COVID-19. Es así como las pruebas rápidas, que detectan antígeno del 
SARS CoV-2, se convirtieron en una solución para aquellos laboratorios 
que no contaban con los equipos y reactivos necesarios para el diagnóstico 
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molecular de SARS CoV-2 por RT-qPCR. El procedimiento para el montaje 
de la prueba rápida de antígeno es muy sencillo, basta con adicional 50 µL de 
la muestra nasofaríngea 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 incubación 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.

Figura 5. Test para la detección de antígeno viral de SARS-CoV-2 a partir de muestras de 
hisopados nasofaríngeos.

Una de las pruebas rápidas que ha demostrado tener una buena 
sensibilidad (71.8%) para especímenes 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 diagnóstica durante la pandemia de 
COVID-19 (48). En general, estas pruebas son rápidas, con una oportunidad 
del resultado de 20-30 min, y de fácil uso sin requerimientos especiales para 
los laboratorios. Podemos encontrar disponibles una variedad de pruebas 
de detección cualitativa de antígeno de distintos proveedores comerciales de 
laboratorio. De acuerdo con esto, la sensibilidad y especificidad varía según 
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la establecida por el fabricante y por el tipo de muestra utilizada, siendo muy 
común el hisopado nasofaríngeo (48,49). En general la detección de antígeno 
viral se dirige principalmente para la proteína de la nucleocápside el cual 
permite un diagnóstico temprano de la infección por SARS-CoV-2 (50).

Estas pruebas de antígeno son inmunocromatográficas y su sensibilidad 
dependerá de los Acs monoclonales que se usen para detectar el antígeno en 
cada una de ellas. De igual forma los componentes del buffer de lisis utilizado 
en el kit previo al montaje de esta prueba rápida, la proporción del espécimen 
en el analito y el método utilizado para visualizar, como el uso de partículas 
de color, fosfatasa alcalina y su sustrato, látex de color y nanopartículas de oro 
coloidal para visualizar los complejos inmunes de Ag-Ac, también afectará la 
sensibilidad. Por ejemplo, la visualización 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 
analítica de las pruebas para la detección de variantes de SARS CoV-2 como 
por ejemplo la B1.1.7 para los cuales es baja (51). Esto quiere decir que al 
momento de utilizar las pruebas rápidas para la detección de Ag de SARS 
CoV-2 es necesario tener todos esos aspectos en cuenta antes de realizar un 
diagnóstico definitivo a partir del resultado de esta prueba en los casos en 
que el paciente tenga sintomatología característica de la enfermedad, pero los 
resultados no sean contundentes.

Adicionalmente, estos resultados de las pruebas de antígeno han sido 
comparados evaluando la sensibilidad analítica con la RT-qPCR. Los hallazgos 
de estas investigaciones, en las que comparan 6 pruebas rápidas, evidenciaron 
que la sensibilidad de 4 pruebas rápidas (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 biológicas 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 útiles para el diagnóstico de SARS CoV-2 
gracias a un resultado rápido están lejos de tener la sensibilidad diagnóstica de 
RT-qPCR incluso en los individuos que cursan asintomáticos (52–54).

Ensayo de neutralización viral

Durante el diagnóstico y seguimiento de pacientes con COVID-19 es 
necesario evidenciar si los 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 replicación viral dentro 
de la célula. Para este fin el gold standard es el ensayo de neutralización 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 neutralización será útil no solo en la evaluación de la 
respuesta humoral en los individuos posterior a una infección natural sino 
también posterior a la vacunación, 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 proteína Spike de SARS 
CoV-2 (55–57).

La prueba de seroneutralización por reducción en placa es de los ensayos 
serológicos más específicos y sensibles para medir acs neutralizantes (Nab) 
contra un agente infeccioso, en ella se detecta y cuantifica la neutralización 
de acs en muestras de suero mediante el cálculo del porcentaje de reducción 
de la actividad del virus por conteo y comparación de número de placas (área 
localizada de infección debido al efecto citopático) con una cantidad estándar 
de virus) (58) .

Las reacciones de neutralización tienen como principio la interacción 
entre inmunoglobulinas que se dirigen contra antígenos superficiales de los 
virus (glicoproteínas de envoltura o antígenos de la cápside) bloqueando la 
ligación entre estas y el receptor celular ACE2 lo que impide la unión del 
virus a la célula. Este efecto se evalúa al colocar en una placa, una mezcla 
de virus y suero sanguíneo 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 función 
de las inmunoglobulinas y no por la cascada bioquímica que producen estas 
proteínas que componen el sistema del complemento (59).

El objetivo de la técnica es descubrir en que dilución del suero testeado, 
tiene la capacidad de inhibir la formación de efecto citopático, reduciendo 
el número de unidades formadoras de placas (UFP) en 50% siendo llamado 
PRNT 50. A partir de una dilución 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 semisólido OVERLAY, compuesto 
por carboximetilcelulosa 3% y medio MEM 2% SFB para restringir la 
propagación del virus y limitar una expansión 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 atmósfera de CO2 al 5% por el periodo 
de incubación del virus hasta formar efecto citopático, para realizar fijación 
con formalina 10% y tinción con cristal violeta; como se encuentra detallado 
en la Figura 6 (60).
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Figura 6. Ensayo de neutralización viral para la detección de SARS-CoV-2.

Como esta técnica ha sido considerada el estándar de oro para determinar 
la protección inmunológica NAb anti-SARS-CoV-2, ha sido implementada en 
estudios con sueros de individuos vacunados para comprobar la inducción de 
acs neutralizantes que deberían 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 neutralización por los 
que se ha establecido que la protección inmunológica contra el SARS-CoV-2 
relacionada con la neutralización viral mediada por acs (59).
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En SARS-CoV2 por medio de estas pruebas se ha atribuido una eficacia 
de hasta el 92 % a una dosis única de la vacuna Comirnaty/BNT162b2 y 
Moderna después de 14 días desde el inóculo, sin embargo, los resultados 
destacan que 12 días después de la primera dosis la producción de Nab es 
débil, pero la respuesta mejora después de la segunda dosis (61).

Cuando estos ensayos evaluados en laboratorio in vitro se realizan a 
pequeña escala, se les denomina ensayos de microneutralización. A la fecha 
existen muchos protocolos de microneutralización dependiendo del número 
de células que se utilicen, condiciones de cultivo, la cantidad de virus para el 
paso de la infección, el tiempo de incubación 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 infección viral en las distintas 
líneas celulares. La actividad de neutralización se mide como la capacidad del 
suero de reducir el efecto citopático (ECP) debido a la inhibición de la entrada 
viral y por consiguiente replicación. Esto convierte a la micro neutralización 
en un método más preciso de evaluar la protección in vitro mediada por acs 
(55).

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

La mayoría de los estudios en los que fueron evaluados los acs 
neutralizantes se correlacionan con la IgG virus-específica, ya sea con IgG 
anti-Spike o IgG anti-RBD. En otro estudio se aislaron acs específicos para 
la proteína 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 correlación significativa con la reducción de la carga 
viral, medida a través del Ct (cycle threshold) (62). La IgG que demostró una 
correlación muy fuerte entre los títulos de acs fue la IgG-anti-S1 (63).

Métodos alternativos de detección de SARS-CoV-2

La emergencia sanitaria de COVID-19 exigió a la comunidad científica 
una rápida detección de SARS CoV-2. Esto permitió no solo estandarizar en 
tiempo récord su diagnóstico por RT-qPCR, sino también el desarrollo de 
otros métodos alternativos de diagnóstico molecular de SARS CoV-2 con alta 
sensibilidad y especificidad.

PCR isotérmica LAMP (Amplificación isotérmica mediada por bucle)

Debido a la rápida diseminación del virus, la OMS recalcó la importancia 
en tener a la mano un método rápido y simple de diagnóstico de SARS CoV-2. 
Fue así como se empezó a aplicar una retrotranscripción a una amplificación 
isotérmica, obteniendo de esta manera un método de detección de SARS-
CoV-2 en 30 minutos. La tecnología Loop-mediated isothermal amplification 
(LAMP), por sus siglas en inglés, es una tecnología de amplificación de DNA 
que ya había sido aplicada previamente para virus, bacterias y parásitos. Esta 
reacción 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 detección más rápido, 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).
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Figura 7. PCR isotérmica LAMP para la detección de SARS-CoV-2 a partir de muestras de 
hisopados nasofaríngeos.

Para la ejecución 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 reacción (66).

Ahora bien, las reacciones de la Reverse Transcription Loop Mediated 
Isothermal Amplification (RT-LAMP) utilizadas para la detección de SARS-
CoV-2 incluye entonces una transcripción 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 oligonucleótidos servirán de primers 
para la transcripción reversa, y finalmente, son asignados oligonucleótidos 
adicionales para la ADN polimerasa. Luego este producto de la transcripción 
inversa servirá de plantilla para la ADN polimerasa que con la adición de 
deoxinucleótidos trifosfatos, realizará la reacción de extensión. Una vez 
finalizada la reacción y el tiempo transcurrido para la lectura de los resultados, 
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la amplificación de ácidos nucleicos libera pirofosfatos e iones hidrógeno que 
disminuyen el pH de la solución de la reacción, 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. La RT-LAMP para SARS-CoV-2 ha demostrado 
tener una sensibilidad alta al detectar ARN viral en los 30 minutos de reacción 
y es de 2 copias en 25 µl de reacción (80 copias de ARN viral por ml) si se 
usan primers específicos para el gen N, S y ORf1ab. Incluso si el número de 
copias de ARN es 200 por reacción, el resultado de la amplificación podrá ser 
evidenciada a los 15 minutos. Esta tecnología se encuentra evaluada para el 
diagnóstico de COVID-19 (65). La RT-LAMP adaptada para la detección de 
ARN viral de SARS-CoV-2 a partir de hisopados nasofaríngeos y muestras de 
esputo con la detección 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. Así 
mismo el rendimiento de la RT-LAMP, a partir de hisopados nasofaríngeos 
y orofaríngeos, al ser comparada con la RT-qPCR para la detección de SARS 
CoV-2 con genes diana ORf1a/b y gen N, se evidenció con una sensibilidad 
del 97.5% y una especificidad del 99.7%. Estos datos han permitido demostrar 
que esta prueba diagnóstica, la cual no requiere equipos especiales, y que 
simplemente requiere de una temperatura constante y una inspección visual; 
se considera una prueba simple, rápida y muy sensible que facilita a todos los 
laboratorios la detección de SARS-CoV-2(65,67,68).

Clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR-
Cas)

A partir del ARN extraído de hisopados nasofaríngeos también es 
posible detectar el SARS-CoV-2 mediante el ensayo basado en la detección de 
la búsqueda de la endonucleasa o enzima CRISPR obteniendo un resultado 
rápido (<40min) y fácil de implementar en los laboratorios. Esta tecnología 
fue desarrollada por Gootenberg et al en el 2018 a partir de la denominada, 
por el término en inglés, tecnología SHERLOCK (Specific High-sensivity 
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Enzymatic Reporter unLOCKing) que permitía la detección de ADN o 
ARN entre muestras que diferían por un solo nucleótido; esto a partir de 
una señal fluorescente emitida por un reportero que emite fluorescencia 
cuando es clivado por este tipo de enzimas (69). Esta detección es posible 
incluso en muestras con bajas concentraciones de material genético (67). Así 
mismo, esta tecnología revolucionó el campo de diagnóstico molecular de 
enfermedades infecciosas en tanto se utilizó para la detección de virus como 
Dengue (DENV), Zika (ZIKV) y Virus del Papiloma Humano (VPH) u otras 
aplicaciones como la mutación de genes en ADN circulante libre en las células 
a partir de pacientes con cáncer de pulmón (70).

Es así que, se utiliza la tecnología SHERLOCK en combinación con 
una pre-amplificación isotérmica con el clivaje preferencial de las enzimas Cas 
como tecnología diagnóstica 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 (crARNs) y de 
esta manera convertirla en una plataforma específica para sensar el ARN 
(71,72). En los primeros ensayos, los investigadores utilizaron las enzimas que 
bioquímicamente 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 Cas14) 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 (DENV) en el canal FAM en la misma reacción con 
el sistema basado en la enzima Cas12a (Cpf1). Incluso es posible lograr una 
amplificación de la señal si de adiciona la acción de la endonucleasa efectora 
CRISPR tipo III Csm6 (69,74).
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Este sistema basado en CRISPR/Cas13 para el diagnóstico de SARS 
CoV-2 fue desarrollado por un grupo de investigación en China utilizando 
2 ARN guías (ARNg) para identificar los genes S y ORF1ab del genoma de 
SARS-CoV-2. Si en la muestra está presente SARS-CoV-2, cada uno de los 
ARNg reconocerá el gen asociado a este ya sea S o ORF1ab, y es aquí donde 
guiaran a la Cas13 para clivar los dos targets (75).Las últimas investigaciones 
realizadas con esta tecnología en SARS CoV-2 han demostrado que la aplicación 
de CRISPR permite detectar SARS CoV-2 de una manera rápida, eficiente y 
además con alta especificidad y sensibilidad en condiciones isotérmicas (72).

La detección de SARS CoV-2 mediante la tecnología que utiliza CRISPR 
es comúnmente realizada con CRISPR-Cas12a, y CRISPR-Cas13a, en algunos 
casos se utilizas Cas9 a partir de diferentes organismos (Tabla1). Los métodos 
de detección basados en este grupo de enzimas han utilizado como muestras 
hisopado nasofaríngeos, 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 más que el gen ORF1ab y S(76).

Tabla 1. Proteínas Cas usadas en el diagnóstico CRISPR.

Variante Cas Enzima Organismo

Cas12
LbCas12a (o LbaCas12a) Lachnospiraceae bacterium
AaCas12b (o AapCas12b) Alicyclobacillus acidiphilus

Cas13
LbuCas13a Leptotrichia buccalis
LwaCas13a Leptotrichia wadei

Cas9 FnCas9 Francisella novicida
Modificado de Khan et al 2021(77).

El ensayo utiliza un equipo básico de biología molecular como lo 
es termocicladores convencionales y transiluminadores para la detección 
cualitativa o un lector de fluorescencia para la detección cuantitativa, lo que 
garantiza el bajo costo y la rapidez del montaje de la técnica para su uso en 
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diagnóstico. (78). En cuanto al protocolo del montaje, es sencillo y consta de 
3 pasos básicos (Figura 8). El primer paso corresponde a la preparación de la 
muestra ya sea con inactivación por calor o extracción del ARN. Posterior a 
esto se realizará la amplificación de los genes seleccionados como genes diana 
de SARS CoV-2 en condiciones isotérmicas a través de una RT-LAMP y por 
último la detección de CRISPR-Cas13 o la enzima utilizada de acuerdo al 
método de preferencia para el diagnóstico de SARS COv-2.

Figura 8. Paso a paso del protocolo utilizado para la detección de SARS Cov-2 utilizando 
RT-PCR mediada por la amplificación y visualización basada en CRISPR/Cas. Modificado de 

Manning et al, 2022.

Límite de detección (LOD), sensibilidad y especificidad. El LOD, definido 
como el número mínimo de copias virales que pueden ser detectadas en una 
muestra diferirá entre los métodos basados en CRISPR-Cas 12/13, el LOD 
más bajo es el del STOPCovid.v2 con 0.033 copias/µL. La sensibilidad clínica 
de estos métodos de detección 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 detección de SARS-CoV-2 ya sea 
únicamente este virus o en montajes simultáneos con otros virus respiratorios 
como lo son influenza A, influenza B y virus sincitial respiratorio que permitirán 
su diferenciación diagnóstica ante la sintomatología similar presentada (79,80) 
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. Adicionalmente este método permite adaptarlo para detectar las variantes de 
preocupación (VOCs) de SARS CoV-2 con el diseño de distintos crARNS para 
los genes diana N y S y de esta manera detectar en función de las mutaciones 
de esos genes las distintas VOCs (81).

Secuenciación genómica

La metagenómica con la secuenciación de nueva generación (mNGS) 
se ha convertido en uno de los métodos más importantes para detectar SARS-
CoV-2. En el año 2001, se dio un gran avance con la publicación histórica 
del borrador de los resultados del proyecto del Genoma Humano por 
secuenciación de Sanger, desarrollada en 1977 por Fred Sanger. Esta tecnología 
está basada en el método de terminación en la síntesis 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 será determinada. Esta 
primera secuenciación se le denominó secuenciación de primera generación, 
la detección. Más tarde, la secuenciación de la eucromatina en el 2004 abrió 
muchas puertas para las distintas tecnologías de secuenciación que servirían 
como paso clave en el diagnóstico de muchas enfermedades infecciosas 
convirtiéndose en la más completa hasta el momento para estos fines (82).

La secuenciación de Sanger solo permitía la secuenciación de una 
única secuencia de un fragmento de ADN por reacción, esto se convirtió en 
una limitación de tiempo. Es así como se crearon los métodos de secuenciación 
basados en Chip, los denominados microarrays, que, aunque no permitía la 
secuenciación de ADN si permitía la secuenciación de variantes y ARNm 
al tiempo, siendo útil para describir el proteoma de SARS CoV-2 a partir de 
muestras de suero de pacientes con COVID-19 (83).

La secuenciación de tercera generación o de nueva generación 
(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 
secuenciación con tiempos cortos de preparación del ADN y lo segundo es 
que la señal 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 reacción enzimática por la adición de nucleótidos a 
la cadena complementaria. Pacific Biosciences introdujo la tecnología 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 nació MinION, con tan solo 
10x3x2 cm y un peso de 90g, el primer secuenciador comercial con tecnología 
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 biológico. Esta tecnología ha resultado de gran utilidad para el 
diagnóstico de diferentes variantes de SARS CoV-2 a través de la secuenciación 
de genoma completo identificando las mutaciones en la proteína Spike (84). 
El procedimiento general de la secuenciación genómica de SARS-CoV-2 se 
observa en la Figura 8.

Recientemente en la secuenciación de tercera generación ha tomado 
auge una nueva plataforma para la secuenciación a partir de las nanoesferas 
que genera un incremento en la precisión y disminuye duplicados. Estas 
plataformas las manejan los instrumentos de secuenciación de ADN de 
MGI que utilizan la tecnología central de última generación denominada 
DNBSEQTM. Esta tecnología de secuenciación de próxima generación, 
consiste en que a partir de la circularización de los fragmentos de librería se 
generan múltiples copias clonales que aumentan la señal para robustecer la 
detección 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 
específica de unión de DNB, luego se le agrega el cebador de secuenciación y 
se hibrida con la región adaptadora del DNB (85).

Lo que hace el instrumento para lograr una secuenciación precisa, luego 
de adicionar sondas de dNTP marcadas con fluorescencia y ADN polimerasa, 
es tomar las imágenes después de que las sondas marcadas con fluorescencia 
en el DNS se exciten con los distintos láseres y luego esta imagen se convertirá 
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en una señal digital a través del software de MGI(85). Esta tecnología se 
ha vuelto más popular en las distintas aplicaciones de secuenciación y ha 
demostrado tener alta calidad en los datos como la de Ilumina (86).

Figura 9. Protocolo general de secuenciación de Nueva Generación (NGS) por la tecnología 
de MGI. Modificado de brochure de equipos MGI Gencell Pharma, tecnología patentada MGI 

DNBSEQ (85).
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Figura 10. Secuenciación de Nueva Generación (NGS) a través de Nanobolas de ADN. 
Adaptado de brochure de equipos MGI Gencell Pharma, tecnología patentada MGI DNBSEQ 

(85).

Finalmente, ya es posible hablar de la secuenciación de cuarta 
generación, pero aun es un método muy experimental. Se refiere a la 
realización de un experimento de secuenciación en contexto, es decir, del ADN 
de células individuales en una sección histológica por ende de su contexto. Sus 
aplicaciones, en vez de generar secuencias completas a partir de cada célula, 
estarían relacionadas con la búsqueda de secuencias de ADN definidas como 
por ejemplo aquellas que ya hayan sufrido una mutación somática (87). Esto 
podría ser útil para el diagnóstico de COVID-19 a partir de tejidos.

Limitaciones

Las limitaciones que acarrean las distintas tecnologías diagnósticas de 
SARS CoV-2 serán evaluadas a través de la sensibilidad diagnóstica. Esta 
sensibilidad dependerá 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 extracción del material genético, esto influirá 
directamente en la calidad del resultado. La carga viral disminuye luego de la 
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fase de la enfermedad; después del séptimo día, y cerca al día catorce luego 
del inicio de los síntomas, pueden encontrarse falsos negativos. Así mismo es 
necesario tener una interpretación correcta de un resultado negativo, es decir, 
un resultado negativo deberá interpretarse como la ausencia del virus SARS-
CoV-2 o que este virus podría estar presente, pero éste se encuentra por debajo 
del límite de detección 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 utilización de una técnica inadecuada, un resultado negativo no reflejará 
la carga viral presente en la muestra de manera que no reflejará con exactitud 
la carga viral presente lo cual estará relacionado con la sensibilidad analítica de 
la prueba utilizada (Tabla 2)(26).
Tabla 2. Comparación de las diferentes tecnologías diagnósticas para la detección de 

SARS CoV-2. Modificado de (88).

Uso Método Descripción Temperatura 
de operación

Sensibilidad 
analítica

Especifici-
dad

Tiem-
po

Detección 
de ARN 
viral (N,E, 
Orf1ab)
Diagnóstico 
molecular de 
COVID-19 
en la fase 
inicial

RT-qPCR PCR regular
Gold estándar Ciclos térmicos 0.14 copias/

µL 96%-100% 2-4h

RT-LAMP
Isotérmica

Utiliza 
recombinasa

37°C-42°C 0.2 copias/
µL 99% 15-60 

min

DETECTR

RT-LAMP 
(amplificación)

CRISPR/
Cas12 

(detección)

62°C para RT-
LAMP

37°C para 
LbCas12a

10 copias/µL
PPV: 95%

NPV: 
100%

30min

Detección 
de Ag viral
Para triage o 
tamizaje de 
pacientes.

ELISA

Inmunoensayo 
para virus

Baja 
sensibilidad 
que la PCR

Ambiente 100 pg/mL 99.3% 3-5h
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Uso Método Descripción Temperatura 
de operación

Sensibilidad 
analítica

Especifici-
dad

Tiem-
po

Detectar acs 
desarrolla-
dos por el 
hospedero

Prueba 
rápidas

Inmunoensa-
yos para IgG 

y IgM
Ambiente Cualitativo 84.2%–

100%
<15 
min

ELISA

Placa de mi-
cropozos

Fluorescente o 
cromogénico

Ambiente 100 pg/mL 67%-98.6% 3-5h

Ensayo de 
neutraliza-

ción

Detectar acs 
en fase aguda
Evidenciar se-
roconversión

Ambiente 0.22 copias/
µL 100% 2-3 

días

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

La carga viral también tiene un impacto directo en la precisión del 
diagnóstico ya que en algunos casos se podrían presentar resultados negativos 
en individuos positivos para COVID-19 (89,90). Se considera que los resultados 
positivos a partir de muestras nasofaríngeas para RT-qPCR para SARS CoV-2 
disminuyen a medida que progresa la enfermedad debido a una disminución 
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 aquí en este punto la recomendación del uso de las pruebas de diagnóstico 
serológico para evaluar la respuesta inmune del hospedero a la infección. (92)

Por su parte otra limitante en el diagnóstico de COVID-19 lo constituye 
la secuenciación. Esta debido a su alto costo no es utilizado de rutina dentro de 
los laboratorios para la detección de SARS-CoV-2. Además, sus ciclos largos 
ciclos, hacen que sea una técnica demorada. Adicionalmente, los métodos de 
secuenciación son susceptibles a la sustitución de nucleótidos lo que podría 
afectar la eficiencia de hibridación de los oligonucleótidos y obtener resultados 
falsos negativos(75).

En resumen, a pesar de estas limitaciones de detección como es el caso 
principal de la prueba gold estándard de la RT-qPCR, se hace necesario combinar 
estas pruebas moleculares con pruebas serológicas, para la detección de acs 
IgM/IgG; estas últimas, como pruebas complementarias ante la confirmación 
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de un caso sospechoso. Se debe tener en cuenta que, en las etapas iniciales de 
la infección, a excepción de la IgM que se detecta en los primeros días de la 
infección, no podrían ser útiles si permiten evidenciar la seroconversión entre 
los días 5-7 y 14 días después del desarrollo de los síntomas(75).
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