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SARS-CoV-2, el virus que causa la
COVID-19

A finales del ano 2019, se manifesto en la
provincia de Wuhan, China, una nueva
enfermedad respiratoria causada por
un coronavirus emergente, el cual fue
conocido inicialmente como 2019-nCoV. El
reporte oficial a la Organizacion Mundial de
?SS(I)L%dQ(OI\/IS) se realizo el 31 de diciembre
e :

Posteriormente, al incrementarse los casos de personas
contagiadas, se genero gran interés en la comunidad médico-
cientifica, debido a que se trataba de una enfermedad con un
alto potencial de diseminacion, extendiéndose rapidamente en
China y diferentes partes del mundo, lo que desencadeno una
pandemia.

Asi, el 11 de febrero, la OMS nombroé a la enfermedad
provocada por el 2019-nCoV como COVID-19 (por su
acréonimo en inglés, Coronavirus Disease-2019) (OMS, 2020).
Posteriormente, el Comité Internacional de Taxonomia Viral
(ICTV), en particular el grupo de estudio de coronavirus,
denominod alagente etiolégicocomo SARS-CoV-2 (porsussiglas
en inglés, Severe Acute Respiratory Syndrome-Coronavirus 2),
esto por su gran parecido genético con el SARS-CoV, surgido
en 2002 (CSG-ICTV, 2020). En México se confirmo el primer
caso el 8 de febrero de 2020 y para el 11 de marzo del mismo
ano la OMS declaro la pandemia mundial.

Asi, al agente infeccioso que causa el padecimiento se le
conoce como SARS-CoV-2y a la enfermedad misma, COVID-19.

En este articulo describiremos la importancia del laboratorio
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de diagnostico para detectar al agente que causa la enfermedad
-es decir, el SARS-CoV-2-y las pruebas para identificar la respuesta
inmune humoral=* de los pacientes derivada de la exposicion al virus.

Pero, ¢qué es el SARS-CoV-2?, lo primero que debemos entender
es que se tratade unvirus, el cual esta integrado por tres compuestos
principales: proteinas, lipidos y material genético de tipo acido
ribonucleico (ARN=*). Como todos los virus, este agente infeccioso
requiere infectar una célula para poder replicarse, dando como
resultado la produccion de particulas virales con la capacidad de
contagiar células vecinas sanas, ocasionando dano en tejidos y
organos. Un individuo enfermo puede excretar particulas virales
hacia el medio ambiente, lo que representa un riesgo potencial para
quienes no han estado expuestos al SARS-CoV-2.

Laforma de disminuir la propagacion es evitando el contacto entre
personas confirmadas como positivas a la infeccion viral y el resto
de la poblacion aparentemente sana. Sin embargo, se ha advertido
que no todas las personas con SARS-CoV-2 presentan los sintomas
comunmente relacionados con la enfermedad. Estos individuos,
denominados asintomaticos, suelen excretar el virus al hablar, toser
0 estornudar, por esto, la Secretaria de Salud en México establecio
la Jornada de Nacional de Sana Distancia (del 23 de marzo al 30 de
mayo de 2020), a fin de promover el distanciamiento social como una
estrategia para reducir el numero de contagios y evitar la saturacion
de los servicios médicos.

El SARS-CoV-2, al ser un agente viral emergente (o anteriormente
desconocido), no puede ser tratado con ninguno de los tipos de
medicamento antivirales disponibles actualmente, no obstante, se
han empleado antibioticos para reducir infecciones secundarias
(generalmente bacterianas) y otros medicamentos para disminuir
los sintomas asociados con la infeccion por el virus. Actualmente se
realizan ensayos con diferentes farmacos con propiedades antivirales
(al menos 138 en fases clinicas). De la misma forma, otra de las
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estrategias que pueden coadyuvar a disminuir el riesgo de enfermar
es el empleo de vacunas, las cuales se encuentran en una fase
avanzada de desarrollo y evaluacion (16 con resultados preliminares
en humanos), principalmente en China y Europa (BioRender, 2020).

Pero para determinar si estamos infectados con el SARS-
CoV-2, ¢qué debemos hacer? Es importante saber que al periodo
comprendido desde que el virus infecta a una persona hasta que
se observan los primeros sintomas se le conoce como periodo de
incubacion, el cual puede durar de dos a siete dias; esta etapa
indica el intervalo de tiempo desde que se tuvo contacto con la
fuente de transmision (individuo enfermo, confirmado como positivo
o asintomatico positivo), hasta la manifestacion del primer sintoma.
El tiempo de recuperacion estimado es de 14 dias, en este lapso
deberan realizarse pruebas de laboratorio que confirmen que el
paciente ya no es positivo a la presencia del virus (Guan et al., 2020).

El curso clinico de alguien afectado por el SARS-CoV-2 inicia con
sintomas de fatiga, fiebre intermitente de duracion prolongada, dolor
muscular, tos seca y respiraciones cortas, lo que puede resolverse
favorablemente con un diagnostico oportuno para su manejo. Un
escenario posible puede ser que, al progresar negativamente, se
genere dificultad respiratoria y tos productiva, llegando a neumonia
y con ello, a la admision hospitalaria, hasta requerir la utilizacion de
ventiladores mecanicos. Los signos gastrointestinales como nauseas,
vomito y diarrea son poco comunes. Una proporcion mayor a 50%
se puede presentar como individuos infectados completamente
asintomaticos (Sharma, Agarwal, Gupta, Somendra & Saxena, 2020).

De acuerdo con la identificacion de estos sintomas, se debera
consultar al médico especialista para la confirmacion clinica (el
meédico o las autoridades sanitarias, con base en el diagnostico
diferencial, determinaran si se es candidato para realizarse una
prueba que conduzca a confirmar SARS-CoV-2). Para determinar
un caso como positivo es necesario contar con el diagnostico de
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laboratorio, que puede serdetipomolecularoserolégico. Actualmente,
el primero es el mas utilizado a nivel mundial y nacional, consiste
en la reaccion en cadena de la polimerasa-transcriptasa reversa en
tiempo real (RT-PCR trx), la cual nos permite, incluso, cuantificar la
carga viralx. El diagndstico serolégico* mas empleado es el ensayo
inmunoenzimatico (ELISA*), que detectaanticuerpos* generados por
las personas infectadas con el SARS-CoV-2. También existen pruebas
de diagnostico conocidas como “pruebas rapidas”, las cuales se llevan
a cabo con minimos requerimientos en cuanto a equipo y reactivos,
por lo que se consideran econdmicas y la obtencion de resultados
se logra en un corto tiempo. El fundamento de estas pruebas se basa
en el reconocimiento de proteinas virales o anticuerpos producidos
por los individuos infectados, pero aun no han sido autorizadas en
México. Es importante destacar que los resultados de las pruebas
rapidas solo pueden ser interpretados por especialistas y que los
casos positivos deben ser confirmados por estudios de laboratorio.
Entre estas pruebas rapidas destacan la quimioluminiscenciax* y la
cromatografia en fase sélida* (Loeffelholz & Tang, 2020).

Pruebas de laboratorio, ¢;cuales?, ;con qué muestras y en qué
momento realizarlas?

El diagnostico oportuno ha permitido identificar a personas
contagiadas con SARS-CoV-2. Derivado del resultado se ha
recomendado establecer medidas de prevencion, como el
distanciamiento social voluntario con el resto de la poblacion
considerada como susceptible, lo que ha traido como consecuencia
una reduccion en la incidencia de casos. El éxito en el diagnostico de
laboratorio dependerd, en gran medida, de tres factores principales:
el tipo de muestra y su conservacion, el momento en que se realiza la
colectay la prueba empleada en el diagnostico.

Pruebas de diagnodstico para detectar el SARS-CoV-2

Las muestras

La colecta de muestras debe llevarse a cabo en un lugar aislado y
limpio, por personal capacitado, que debe contar con las medidas
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de proteccion necesarias para evitar la transmision del virus
por contacto directo y/o via aérea. Dentro de estas medidas se
encuentran ellavado de manos con jabon antesy después de latoma
de muestras, aplicacion de desinfectantes, uso de bata, cubrebocas,
lentes protectores o caretas y guantes (Figura 1A) (OPS-OMS, 2020).

Para el diagnostico molecular del SARS-CoV-2 se han descrito
como principales muestras las secreciones colectadas con un
hisopado nasofaringeo, el cual debe ser tomado inclinando la
cabeza del paciente hacia atras e insertando un hisopo largo por
la fosa nasal de forma profunda, al retirarse el hisopo debe girarse
lentamente (Figura 1B). Una vez obtenida la muestra, el hisopo se
debe colocar en tubos con medio de mantenimiento viral o solucion
salina estéril. La colecta de muestra tiende a ser un procedimiento
que causa ligeras molestias, sin embargo, no causa dano posterior.

Recientes investigaciones han descrito que otras muestras,
tales como hisopado orofaringeox, heces, saliva, lavado
broncoalveolar* y biopsias* de 6rganos respiratorios, pueden ser
empleadas para el diagnostico (Wehrhahn et al., 2020; OPS-OMS,
2020). El mantenimiento de las muestras se basa en el tiempo que
transcurre entre la colecta y el envio al laboratorio de diagnostico,
por lo que necesariamente deben conservarse en refrigeracion (4-8
°C), si seran enviadas dentro de las primeras seis horas; si se remiten
de seis a 72 horas después, la muestra se debe congelar (-20 °C) y la
ultracongelacion (-70 °C) se emplea en aquellas muestras que seran
enviadas después de las 72 horas y/o para ser mantenidas durante
un periodo prolongado (OPS-OMS, 2020).

El momento adecuado

La colecta de muestra y su posterior analisis en el laboratorio
debera realizarse de acuerdo con el desarrollo de los sintomas.
Se ha observado que las muestras colectadas desde el primer dia
y hasta los siete de haber comenzado la enfermedad tienen alta
posibilidad de resultar positivas. Sin embargo, con el transcurso del
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tiempo la probabilidad tiende a disminuir (aproximadamente a las
tres semanas del inicio de la enfermedad). En casos extraordinarios
se han encontrado resultados positivos hasta las seis semanas.
El tipo de muestra también afectara o beneficiara la deteccion del
ARN viral (Wang et al, 2020); se ha identificado que las muestras
de hisopo nasal y nasofaringeo aportan hasta un rango de 30-65%
con resultados verdaderos positivos. Las muestras de esputo o
expectoraciones, 72%. La que permite un mejor diagnostico es el
lavado broncoalveolar (93%), pero solo puede ser colectada por
personal altamente especializadoy por lo general cuando el paciente
se encuentra hospitalizado. En la Figura 2 se indica, de acuerdo con
el periodo clinico, la muestra requerida y la prueba (molecular y
serologica) adecuada a llevar a cabo.

Las pruebas

La prueba empleada mas frecuentemente es la RT-PCR en tiempo
real, de la cual se han descrito dos ensayos principales (la prueba
de Berlin y la del Centro para el Control de Enfermedades [CDC] de
Estados Unidos); posteriormente, laboratorios comerciales han puesto
a disposicion paquetes de facil implementacion, lo cual beneficia a los
laboratorios para generar resultados de forma mas rapida.

El listado de pruebas moleculares utiles para el diagnostico de
SARS-CoV2 se encuentra publicado en la pagina web del Instituto
de Diagnostico y Referencia Epidemiologica (InDRE, 2020).3

Reaccion en cadena de la Polimerasa transcriptasa reversa en tiempo
real (RT-PCR)

Estas pruebas de diagnostico molecular se basan en la deteccion de
un fragmento del genomax del SARS-CoV-2, lo cual confirmaria la
infeccion en una persona. Cabe mencionar que, bajo condiciones

3 Disponible en https://www.gob.mx/salud/acciones-y-programas/instituto-de-diagnostico-y-referencia-
epidemiologicos-indre
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naturales y sin previa exposicion, nadie tiene el genoma del SARS-
CoV-2 en el organismo.

El objetivo de esta prueba es realizar multiples copias de una
porcion especifica del ADN* empleando diferentes temperaturas
durante su procesamiento. Como se menciono anteriormente, el
SARS-CoV-2 es un virus con genoma ARN que requiere un paso
previo de transcripcion reversa que consiste en la formacion
del ADN complementario (ADNc=*) a partir del ARN viral; en este
momento el ADNc participa como molde para dar inicio al proceso
de amplificacion. Si existe amplificacion del material genético se
podra observar en el equipo de laboratorio una curva que aumenta
de forma exponencial conforme avanza el proceso. En las muestras
negativas esta curva no se presentara (Figura. 3). La interpretacion
de la prueba la efectua el personal capacitado en el laboratorio,
que brinda al médico la oportunidad de aplicar el resultado en el
seguimiento del paciente. Una variante de esta prueba es la RT-
PCR punto final, la cual indica si la muestra es positiva 0 negativa en
términos cualitativos.

Posterior a obtener los resultados se puede realizar la
secuenciacion parcial o total del genoma viral y llevar a cabo analisis
bioinformaticos; ambos son fundamentales para comprender el
origen, la epidemiologia molecular, desarrollar modelos evolutivos y
andlisis filogenéticos*, con lafinalidad de estimar la variabilidad del
SARS-CoV-2 que circula en diferentes partes del mundo (Benvenuto
et al,, 2020). Un ejemplo de la importancia de estas herramientas es
que mediante la secuenciacion del genoma se identifico un probable
origendel SARS-CoV-2, debido aque presentaba 96% de similitud con
el genoma de un coronavirus proveniente del murciélago (BatCoV-
RatG13) (Zhou et al., 2020). Algunos coronavirus, como el SARS-CoV
en 2002y MERS-CoV, han requerido de hospederosx intermediarios
antes de dar el salto interespecie e infectar al humano. En otros
estudios basados en la secuencia que codifica para la proteina S del
SARS-CoV-2, se mostro 97% de similitud con un coronavirus hallado
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en un mamifero nombrado pangolin o también conocido como 0so
hormiguero escamoso, lo cual sugiere que esta especie puede ser
un posible hospedero natural del SARS-CoV-2, aunque faltan mas
investigaciones en el tema para confirmar el origen (Zhang et al., 2020).

Aislamiento viral

El aislamiento viral del SARS-CoV-2 se realiza a partir de las muestras
positivas de pacientes confirmados, éstas pueden contener particulas
virales infecciosas con capacidad de contagiar células en cultivos. Es un
procedimiento que se realiza en laboratorioy que permite lainfeccion viral
en cultivos celulares (VERO E6) para evidenciar la capacidad infectante
del virus por observacion directa del efecto citopatico*, que -en el caso
de este virus- es la formacion de células gigantes multinucleadas y lisis
celularx. Este tipo de pruebas contribuye a obtener lotes virales para la
estandarizacion de otras pruebas de diagnostico y una posible vacuna
(Colavita et al., 2020). La utilizacion de estos examenes es con fines de
investigacion, desarrollo de mayores herramientas para implementar
medidas de control y para obtener cepas candidatas a vacunas.

Pruebas de laboratorio para detectar la respuesta inmune contra
el SARS-CoV-2

Se ha descrito que los pacientes infectados con SARS-CoV-2 producen
dos isotipos de inmunoglobulinas (anticuerpos), principalmente
inmonoglobulina G (IgG) e inmunoglobulina M (IgM), tal como sucede
ante una infeccion viral aguda. Los anticuerpos IgM se generan
en la respuesta primaria, cuando el sistema inmune reconoce las
proteinas virales; la reaccion de este anticuerpo se mantiene durante
aproximadamente cinco semanas. Los IgG se encuentran dentro de
la respuesta secundaria, la cual presenta una mayor duracion y se ha
caracterizado que su presencia es clave para la proteccion frente al
virus (Astuti & Ysrafil, 2020; Li, Geng, Peng, Meng & Lu, 2020), por lo
que contar con pruebas serologicas permite distinguir las diferentes
etapas dentro de la infeccion en las que se encuentran los pacientes
con SARS-CoV-2 y realizar estudios epidemiologicos que sirven en la
toma de decisiones.
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Las muestras

La toma de muestras para el diagnostico serologico debe llevarse a
cabo con las medidas de proteccion previamente descritas. En este
tipo de diagnostico es necesario contar con el suero obtenido de
muestras sanguineas. Dicha muestra se consigue por puncion en via
venosa periférica, de preferencia en el antebrazo (Figura 1C), la cual
debe ser identificada y mantenerse en refrigeracion (4 °C) maximo 12
horas hasta su procesamiento, es importante destacar que por ningun
motivo se debe congelar (OPS-OMS, 2020; Kruttgen et al.,, 2020).

Momento adecuado

El diagnostico serologico tiene gran importancia en pacientes que
desarrollaron enfermedad leve a moderada y para reconocer la
inmunidad poblacional (también descritacomoinmunidad de rebano),
lo que permitira saber qué tan diseminada fue la pandemia en la
poblacién y ubicar a individuos que tengan proteccion (Sethuraman,
Sundararaj & Akihide, 2020). El momento adecuado para colectar
muestras de suero sanguineo para el analisis de anticuerpos puede ser
a los cuatro dias (IgM) y a las dos semanas (IgG) de haber comenzado
los cuadros clinicos, los picos mas altos podran observarse en la
tercera y cuarta semana, respectivamente (Figura 2). La deteccion
de IgM tiende a disminuir a partir de la quinta semana y puede llegar
a desaparecer en la séptima. En el caso de la IgG, con los datos
disponibles se sabe que puede durar mas de dos meses.

Las pruebas

Ensayo inmunoenzimatico (ELISA)

El ensayo inmunoenzimatico o ELISA consiste en identificar
anticuerpos especificos producidos por los pacientes que se han
infectado con el virus SARS-CoV-2. Es importante recordar que
los enfermos que tienen anticuerpos pudieron o0 no presentar los
sintomas (la identificacion de estos anticuerpos puede realizarse a
partir de la segunda semana de iniciada la enfermedad o con fines
de monitoreo de la poblacion, en cualquier momento). Este analisis
revela si el paciente ha tenido contacto con el SARS-CoV-2 y si ha
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desarrollado una respuesta inmune humoral detectable. En las
investigaciones recientes se ha descrito que la prueba de ELISA
para el SARS-CoV-2 reconoce anticuerpos presentes en muestras
de suero; la mencionada prueba consiste en la union antigenox-
anticuerpo de los isotipos IgG o IgM a las proteinas virales de
nucleocapside (N) y de la espicula (S) del SARS-CoV-2. En la prueba,
la placa esta recubierta con las proteinas N 0 S. Los anticuerpos de la
muestra se unen con los antigenos adheridos, generando el complejo
antigeno-anticuerpo (Ag-Ac); posteriormente se agrega un anticuerpo
secundario conjugado para unirse especificamente con el complejo
(Ag-Ac). Finalmente, el sustrato provoca una reaccion cromogénica
(coloracion del reactivo) que es medible en un espectrofotometro
(Amanat et al., 2020). La intensidad de la coloracion se relaciona con
la concentracion de anticuerpos IgG e IgM contra la proteina N o0 S;
cuando el valor del color es mayor que el valor del punto de corte, el
resultado es positivo e indica que el paciente fue infectado con el virus
SARS-CoV-2y gener6 anticuerpos (Kruttgen et al., 2020). Actualmente
existen cinco pruebas autorizadas por la FDA (Agencia de alimentos y
medicamentos de Estados Unidos) para su uso durante la emergencia
sanitaria por el SARS COV-2, enlistadas por la Fundacion para Nuevos
Diagnosticos Innovadores.* En la Figura 4 se observan los pasos a
seqguir para realizar una prueba de ELISA indirecto.

Seroneutralizacion

La seroneutralizacion es una prueba en la que se evidencia la
reaccion antigeno-anticuerpo y revela la capacidad neutralizante
de los anticuerpos presentes en el suero de pacientes infectados
con el SARS-CoV-2. En ella se emplean cultivos celulares, un lote
viral de SARS-COV-2 previamente titulado y sueros de pacientes
sospechosos o confirmados como positivos al SARS-COV-2 (con las
pruebas moleculares). Aquellos sueros que contienen anticuerpos
especificos (principalmente IgG) en contra del virus neutralizaran

4Consultar www.finddx.org
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la actividad infectante de éste sobre el cultivo celular, por lo que
no se observara presencia de efecto citopatico. En monoestratos
que se confrontaron con sueros que no contienen estos anticuerpos
se advertird el efecto citopatico caracteristico del SARS-COV-2,
resultando la prueba negativa. La mayor dilucion de suero que
presenta actividad de inhibicion del SARS-CoV-2 se registra como
el titulo de anticuerpo neutralizante. Los titulos de neutralizacion o
titulos de anticuerpos contra SARS-CoV-2 oscilan entre 1:80 y 1:480
(Shen et al., 2020).

Conclusiones

El diagnostico oportuno en el laboratorio ha permitido ubicar a
personas infectadas con SARS-CoV-2, logrando establecer medidas
de control que han favorecido la reduccion en la incidencia de
casos a nivel mundial. Es importante destacar que estos avances se
han alcanzado por la implementacion de pruebas moleculares que
coadyuvan a realizar el diagnostico confirmatorio, a conocer las
caracteristicas genéticas y determinar el comportamiento evolutivo
del virus. De la misma forma, las pruebas serologicas ayudan a
conocer la respuesta inmune humoral producida por el paciente,
identificando asi poblaciones vulnerables a posibles infecciones
o re-infecciones con el SARS-CoV-2. Por lo antes mencionado,
se enfatiza que ambos tipos de diagnostico son esenciales para
establecer futuras medidas de prevencion, control a largo plazo y un
mejor manejo de la COVID-19.

Glosario

ADN: Acido desoxirribonucleico.

ADNc: Acido desoxirribonucleico complementario.

Analisis filogenético: Estudio que se emplea para conocer el origen y la evolucion genética de
un agente.

Anticuerpos: Proteinas que reconocen antigenos especificos y se encuentran en el suero

sanguineo.
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Antigeno: Particula que es reconocida como extrana por el sistema inmune.

ARN: Acido ribonucleico.

Biopsia: Porcion de un 6rgano que se emplea para ser analizada.

Carga viral: Cantidad de particulas virales en una muestra.

Cromatografia en fase solida: Prueba de diagnostico rapido que detecta la presencia de
anticuerpos especificos en contra de SARS-CoV-2.

Diagnéstico serolégico: Pruebas que detectan la presencia de anticuerpos en muestras de suero.

Efecto citopatico: Efecto que causan los virus sobre un cultivo celular.

ELISA: Ensayo inmunoenzimatico.

Genoma: Secuencia de bases nucleotidicas, las cuales pueden codificar proteinas con funciones
biologicas.

Hospedero: Organismo que alberga agentes infecciosos en su interior.

Lavado broncoalveolar: Toma de muestra en aparato respiratorio bajo y se realiza post mortem.

Lisis celular: Muerte de las células por efecto viral.

Orofaringeo: Region anatomica formada por la cavidad oral y la faringe.

Quimioluminiscencia: Prueba de diagnostico rapido que detecta la presencia de anticuerpos
especificos, puede haber metodologias utiles para el diagnoéstico de la infeccion con
SARS-CoV-2.

Respuesta inmune humoral: Respuesta del sistema inmune que se da por la presencia de un
antigeno ante el cual se producen anticuerpos.

RT-PCR tr: Reaccion en cadena de la polimerasa-transcriptasa reversa.
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Esquema representativo del muestreo para SARS-CoV-2. A)
Vestimenta de bioseguridad requerida por el personal que lleva a
cabo la toma de muestra del paciente sospechoso de infeccion viral.
B) Toma de muestra nasofaringea para diagnostico molecular. C)
Toma de muestra de sangre periférica para diagnostico serologico.
Fuente: Adaptada de CDC, 2020, y Winslow, 2007.
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Figura 2. Relacion entre diagnostico clinico y pruebas de laboratorio
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Fuente: Adaptada por Coyotecatl de Sethuraman et al., 2020.
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Figura 3. Proceso de diagnhdstico molecular por reaccion en cadena de
la polimerasa-transcriptasa reversa en tiempo real para SARS-CoV-2
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Fuente: Adaptada de Villalobo, 2020.
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Figura 4. Proceso de diagnéstico serologico con un ELISA indirecto
para detectar anticuerpos especificos en pacientes infectados con

SARS-CoV-2
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Fuente: Elaboracion propia

Como detectar SARS-CoV-2

empleando pruebas de laboratorio
De la luz, Gomez, Tufino-Zapata, Chavez, Barba & Rivera



