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Resumen

El mundo se encuentra en medio de una pandemia causada por la enfermedad coronavirus 2019 (COVID-19),
asociada al virus SARS-CoV-2, reportado por primera vez en diciembre de 2019 en la provincia de Wuhan,
China. Debido a su rapida propagacion, existe la necesidad de diagnosticos rapidos y precisos que permitan
monitorear mejor la enfermedad. El objetivo de esta revision fue describir y analizar los principales métodos
de laboratorio empleados para el diagnéstico de la COVID-19, asi como los marcadores bioquimicos
asociados con la progresion de la enfermedad. Para ello, se realiz6 una busqueda minuciosa en PubMed
utilizando las siguientes palabras clave: (COVID-19; SARS-CoV-2; serologia, PCR en tiempo real; métodos;
Pruebas rapidas; biomarcadores). Esta revision ofrece un enfoque de la enfermedad desde el punto de vista
del laboratorio clinico, y aporta claridad al creciente conjunto de pruebas de diagndstico disponibles y en
desarrollo; asi como la comprension de los parametros bioquimicos que se alteran durante la misma. La
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identificacion de biomarcadores de laboratorio eficaces capaces de clasificar a los pacientes en funcion de su
riesgo es imprescindible para poder garantizar un tratamiento oportuno y sirve como guia para cientificos,
médicos, estudiantes y el pablico en general.

Palabras clave: SARS-CoV-2; COVID-19; diagndstico de laboratorio; serologia; PCR en tiempo real.

Abstract

The world is in the midst of a pandemic caused by the coronavirus disease 2019 (COVID-19), associated with
the SARS-CoV-2 virus, first reported in December 2019 in the province of Wuhan, China. Due to its rapid
spread, there is a need for rapid and accurate diagnostics to better monitor the disease. The objective of this
review was to describe and analyze the main laboratory methods used for the diagnosis of COVID-19, as well
as the biochemical markers associated with the progression of the disease. To do this, a thorough PubMed
search was performed using the following keywords: (COVID-19; SARS-CoV-2; serology, real-time PCR;
methods; rapid tests; biomarkers). This review provides a clinical laboratory approach to the disease,
bringing clarity to the growing body of diagnostic tests available and under development; as well as the
understanding of the biochemical parameters that are altered during it. The identification of effective
laboratory biomarkers capable of classifying patients according to their risk is essential to ensure timely
treatment and serves as a guide for scientists, doctors, students and the general public.

Keywords: SARS-CoV-2; COVID-19; laboratory diagnosis; serology; real-time PCR.
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Introduccion

El diagnostico de laboratorio oportuno representa un punto estratégico para interrumpir la transmision del
SARS-CoV-2, ya que permite identificar a las personas infectadas para el manejo clinico apropiado en las
instalaciones de aislamiento, posibilita el rastreo de contactos y aporta informacion epidemiologica y de
vigilancia en tiempo real al pablico para la prevencion y el control de la enfermedad. Existen dos enfoques
principales para dicho diagnoéstico. En primer lugar, las pruebas de laboratorio que detectan el SARS-CoV-2
(su ARN o proteinas virales) en muestras clinicas de personas infectadas, incluidos hisopos nasofaringeos,
esputo, liquido de lavado broncoalveolar, hisopos orofaringeos o saliva en menor grado. En segundo lugar,
pruebas de laboratorio que detectan evidencia de la respuesta inmunitaria del hospedador frente al virus
principalmente mediante la deteccion de anticuerpos IgM e 1gG especificos contra el virus (Pedreafiez A et
al, 2021).
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La enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19), causada por el SARS-CoV-2, aparecié en China por
primera vez en el mes de diciembre del afio 2019 y luego se extendié rapidamente por todo el mundo (Hosseini
ES et al, 2020). EI 30 de enero de 2020, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) anuncid la epidemia de
COVID-19 como una amenaza para la salud publica a nivel internacional y posteriormente, el 11 de marzo
de 2020, la declaré oficialmente una pandemia (OMS, 2020).

Los sintomas clinicos de la COVID-19 se pueden manifestar después de 5 a 6 dias de incubacion y varian
ampliamente, pudiendo ir desde un proceso asintomatico hasta la aparicion de una variedad de sintomas como,
tos seca, dolor de garganta, perdida del gusto y el olfato, dificultad para respirar, cansancio, mialgia, nauseas,
vomitos, diarrea, hasta el desarrollo de sindrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA), neumonia y
disfuncion de multiples 6rganos pudiendo conducir a la muerte con una tasa de letalidad que oscila entre 2 'y
3 %(Tu Het al, 2020 (Li X et al, 2020). EI SARS-CoV-2 se transmite principalmente por contacto directo,
mediante pequefias gotas de saliva que son expulsadas del tracto respiratorio de una persona infectada al
hablar, toser o estornudar. Recientemente, se ha descrito la transmision a través de aerosoles en condiciones
favorables, particularmente en entornos con mala ventilacion y exposicién de larga duracion (Tang S et al,
2020). Un numero importante de los infectados tienen cargas virales detectables antes de presentar sintomas,
0 sin desarrollarlos nunca.

El indice de transmision de los pacientes asintomaticos depende de la prevalencia de la enfermedad en la
poblacidn, la cual es dificil de evaluar sin un cribado poblacional adecuado y generalizado (Lee S et al, 2020).
En relacidn a este punto, el analisis de la carga viral de los pacientes asintomaticos revel6 que los niveles son
similares al de los pacientes sintomaticos (Zou L et al, 2020). Estos resultados suponen un reto para el éxito
del rastreo de contactos y el control de la exposicién. En conjunto, los datos indican la importancia no solo
del distanciamiento fisico y el uso de mascarillas, sino, ademas, la aplicacion generalizada de pruebas y el
aislamiento de los casos positivos independientemente de la presencia de sintomas, con el objeto de contener
y mitigar la pandemia. Existen diferentes métodos para detectar la infeccion por SARS-CoV-2. En esta
revision se describen las pruebas de laboratorio mas utilizadas en la actualidad para diagnosticar la COVID-
19, incluyendo las pruebas moleculares y seroldgicas, asi como sus ventajas y limitaciones. Ademas, se
abordan los principales marcadores bioldgicos que permiten evaluar la progresion de la enfermedad.

Materiales y métodos

Se trata de un estudio disefio documental, fue de tipo explorativa y descriptivo. Se realiz6 una revision
bibliogréfica de articulos cientificos en idioma inglés y castellano en revistas indexadas en PubMed, Scielo
Elseiver Redalyc Latinex, Dialnet, Medigrapic Google académico. Para la recopilacion de informacion se
utilizaron palabras claves tales como: Diagnostico, biomarcadores y utilidad clinica. En la base de datos
PubMed, en las cuales se utilizaron los términos MeSH  “"serologia’’, “laboratorio clinico™", "~"Covid19"’,
""pruebas diagnosticas’’, “Salud”, “SARS-CoV-2”. Se empleo el uso del boleano ““and™, “‘or’" ya que el
interés fue examinar las publicaciones sobre los biomarcadores y el diagnostico clinico del Covid 19. Se
incluyeron en la busqueda de informacion tanto articulos originales como de revision. La mayor parte de los
articulos revisados fueron publicados entre 2017 y 2022. Posteriormente se aplicaron criterios de seleccion
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basados en la relevancia, vigencia y centradas en la temética. Se incluyo estudios de articulos originales
publicados durante el periodo 2017-2022. Este es un estudio bibliografico basado en la busqueda de
informacion veraz sobre el tema, no requiere la participacion de animales ni humanos y por lo tanto no
considera cuestiones bioéticas en este proyecto. Ademas de comprender la informacion verificada, incluye
consideraciones éticas que se aplican a todas las etapas de la investigacion, desde la planificacion hasta la
realizacion y evaluacion de un proyecto de investigacion. Se hace notar que este estudio no contiene conflicto
de intereses.

Resultados y discusion

La carga viral del SARS-CoV-2 difiere segin la muestra utilizada y el periodo de la enfermedad. En este
sentido, las muestras respiratorias, sanguineas y fecales muestran una amplia variacion (Huang C et al, 2020).
La propagacion de la infeccion desde el tracto respiratorio hacia otros tejidos y 6rganos esta relacionada con
la expresion celular de la molécula ACE2, la cual es el receptor que utiliza el virus para invadir las células
(Machhi J et al, 2020). En este contexto, la carga viral en las muestras respiratorias es mayor durante las fases
iniciales de la enfermedad, alcanzando un pico en la segunda semana, seguido de una disminucién. Sin
embargo, en la enfermedad grave, la carga viral en muestras respiratorias es mas alta en la tercera y cuarta
semanas (He Y et al, 2020).

Es importante considerar que el diagndstico de neumonias virales como las causadas por el SARSCoV-2
implica recolectar la muestra correcta en el momento adecuado. Los coronavirus se han detectado tanto en
muestras del tracto respiratorio superior como inferior. Esto incluye muestras de garganta, nasofaringe, esputo
y liquido bronguial (Charlton C et al, 2018). Recientemente, se ha informado que los hisopos orofaringeos
(OF) se utilizaron con mucha mas frecuencia que los hisopos nasofaringeos (NF) en China al inicio del brote
de COVID-19; sin embargo, el ARN del SARS-CoV-2 se detecto sélo en el 32 % de los hisopos OF, lo cual
fue significativamente mas bajo que en los hisopos de NF (63 %) (Wang W et al, 2020). Los centros para el
control y la prevencién de enfermedades (CDC) de EE. UU, recomiendan recolectar el hisopo NF.

La recoleccion de una muestra de OF es de una prioridad mas baja y si se recolecta, debe combinarse en el
mismo tubo que el hisopo NF. Ademas, las muestras de deben colocarse en un medio de transporte universal
o viral. En general, se recomienda para la deteccion més sensible de SARS-CoV-2, la recoleccion y anélisis
de muestras de las vias respiratorias superiores e inferiores como esputo o liquido de lavado broncoalveolar
(LBA) (Erensoy S, 2020). Sin embargo, la recoleccion de esputo y en particular LBA a través de la
broncoscopia aumenta el riesgo de bioseguridad para los trabajadores de la salud debido a la generacion de
aerosoles. La broncoscopia es un procedimiento altamente técnico que requiere personal bien capacitado y es
posible que no esté disponible en muchas partes del mundo.

Comentario inicial sobre las pruebas diagnoésticas El diagndstico de laboratorio oportuno representa un punto
estratégico para interrumpir la transmision del SARS-CoV-2, ya que permite identificar a las personas
infectadas para el manejo clinico apropiado en las instalaciones de aislamiento, posibilita el rastreo de
contactos y aporta informacion epidemioldgica y de vigilancia en tiempo real al publico para la prevencién y
el control de la enfermedad (Charlton C et al, 2018). Existen dos enfoques principales para dicho diagnostico.
En primer lugar, las pruebas de laboratorio que detectan el SARS-CoV-2 (su ARN o proteinas virales) en
muestras clinicas de personas infectadas, incluidos hisopos nasofaringeos, esputo, liquido de lavado
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broncoalveolar, hisopos orofaringeos o saliva en menor grado. En segundo lugar, pruebas de laboratorio que
detectan evidencia de la respuesta inmunitaria del hospedador frente al virus principalmente mediante la
deteccion de anticuerpos IgM e 1gG especificos contra el virus (Erensoy S, 2020). Prueba de amplificacion
de &cido nucleico: RT-PCR La reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa en tiempo real
(RT-PCR) es el ensayo de base molecular que se utiliza a nivel mundial para detectar el ARN del SARS-
CoV-2 en muestras clinicas de pacientes que manifiestan signos y sintomas compatibles con COVID-1920.
Ha sido hasta ahora la prueba mas utilizada y confiable para el diagnostico de COVID-19. Se realiza con
hisopos nasofaringeos u otras muestras del tracto respiratorio superior, incluidos hisopos de garganta o mas
recientemente, saliva. EI material genético es extraido de las muestras y se utiliza la transcriptasa inversa para
hacer una cadena complementaria de ADN (ADNCc) a partir del ARN viral. Posteriormente, el ADNc se
amplifica utilizando la enzima Tag ADN polimerasa. Este material amplificado luego es detectado mediante
sondas fluorescentes especificas de SARS-CoV-2. El flujo de trabajo general de la prueba RT-gPCR (una
variante de la técnica original, que ademas permite cuantificar la carga viral).

La amplificacion selectiva del acido nucleico se logra mediante el disefio de cebadores especificos que
flanquean regiones de interés que son exclusivas del genoma del SARS-CoV-2 como el marco de lectura
abierta de la replicasa (ORF1la/b), espiga (S), envoltura (E), membrana (M) y nucleocépside (N). Es
importante resaltar que los resultados de la RT-PCR utilizando cebadores dirigidos a diferentes partes del
genoma viral pueden verse afectados por la variacion de la secuencia del ARN viral. Ademas, pueden
producirse resultados falsos negativos debido a la evolucion viral, o a fallas en la toma de muestra. Otras
limitaciones de esta prueba incluyen el almacenamiento de las muestras, la purificacién de baja calidad del
acido nucleico, el costo y los tiempos de espera (He Y et al, 2020). En la actualidad, las pruebas de RT-PCR
disponibles en el mercado mundial, estan destinadas a detectar secuencias de genes ORFlab, E, N 0 S en
diversas combinaciones. Estas variaciones dependen del fabricante.

El protocolo de la prueba es complejo y costoso, siendo principalmente adecuado para laboratorios de
diagndstico grande y centralizado. Las pruebas suelen tener una duracion de 4 a 6 horas. Sin embargo, los
requisitos logisticos relacionados con el envio de las muestras, implican que el tiempo de ejecucidn sea de 24
horas 0 mas en algunos casos (Hosseini ES et al, 2020). A pesar de estas limitaciones, la prueba RT-PCR
sigue siendo el método de referencia para el diagnostico del SARS-CoV-2. Las muestras deben obtenerse
utilizando un hisopo flocado, si esta disponible, para mejorar la recoleccién y liberacion del material celular.
Se prefieren los hisopos con mango de aluminio o plastico. Se deben evitar aquellos que contienen materiales
como alginato de calcio, algodén o madera, debido a que pueden contener sustancias que interfieren con los
resultados de la prueba (Huang C et al, 2020).

La interpretacion adecuada de los resultados de las pruebas de diagndstico se basa en las manifestaciones
clinicas y la historia epidemioldgica del paciente. Por lo tanto, un resultado de laboratorio positivo significa
en la mayoria de los casos que la persona examinada tiene una infeccion activa por SARS-CoV-2 (incluso si
no hay signos y sintomas clinicos) y por tal motivo, se considera infecciosa para los contactos humanos
susceptibles. Por el contrario, dos resultados negativos consecutivos de la prueba indican que el individuo no
tiene ARN del SARS-CoV-2 detectable en el momento del muestreo y no se considera infectado o
infeccioso25. Sin embargo, es importante aclarar que los resultados de la prueba RT-PCR deben analizarse
con cautela y evaluarse conjuntamente con la evolucion clinica del paciente, dado que la presencia de material
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genético en las secreciones del tracto respiratorio no necesariamente tiene relacion directa con la viabilidad o
infectividad del virus, ya que se pueden detectar particulas virales inactivas o muertas (Lee S et al, 2020).

Deteccion de anticuerpos contra el SARS-CoV-2 El conocimiento de la dindmica de la respuesta inmunitaria
frente al virus es esencial para formular pruebas de diagnostico y estrategias de tratamiento. Los estudios en
pacientes con COVID-19 sugieren que la seroconversion, es decir, cuando la concentracion de anticuerpos
especificos se hace detectable en la sangre, tiene lugar dias después de que la carga viral haya alcanzado un
incremento importante (Li X et al, 2020). Por lo tanto, las pruebas seroldgicas serian menos efectivas en las
primeras etapas de la COVID-19. Esto ha sido confirmado por algunos estudios que informaron sobre la
seroconversion de IgM e IgG en el 50 % de los pacientes una semana después del inicio de los sintomas. Se
ha descrito que el tiempo medio para la deteccion de IgM e IgG en pacientes con COVID-19 es entre 7 y 14
dias, respectivamente. Otros estudios también revelaron que los niveles de estas inmunoglobulinas eran
significativamente mas altos en los casos graves de COVID-19 que en los pacientes con enfermedad leve o
moderada, lo cual sugiere que las pruebas serolégicas requieren una alta sensibilidad para detectar niveles
mas bajos de anticuerpos en los casos leves. Los estudios sobre la persistencia de anticuerpos en sangre han
revelado que se pueden detectar niveles altos de 1gG durante al menos 49 dias después del inicio de los
sintomas; mientras que, los niveles de IgM disminuyen rapidamente el dia 35 después de la infeccion (OMS,
2020).

Esta revision ofrece un enfoque de la enfermedad desde el punto de vista del laboratorio clinico, y aporta
claridad al creciente conjunto de pruebas de diagnéstico disponibles y en desarrollo; asi como la comprension
de los pardmetros bioquimicos que se alteran durante la misma. La identificacion de biomarcadores de
laboratorio eficaces capaces de clasificar a los pacientes en funcion de su riesgo es imprescindible para poder
garantizar un tratamiento oportuno y sirve como guia para cientificos, médicos, estudiantes y el pablico en
general (Pedreafiez A et al, 2021).

Los protocolos de seguridad para la obtencion, traslado, manejo y utilizacion de la muestra son de suma
importancia para proporcionar resultados precisos e interpretables. Complementar las fortalezas de pruebas
moleculares que permiten la deteccion especifica del SARS-CoV-2 con ensayos inmunolégicos que valoran
la respuesta inmune del hospedero sera crucial para el diagnéstico certero, y a tiempo, de los pacientes.
Adicionalmente, estas mismas técnicas ofrecen alternativas para la determinacién de marcadores moleculares
con valor pronostico, los que seran especialmente valiosos para diferenciar el manejo de los pacientes menores
de 60 afos sin comorbilidades preexistentes (Aguilar P et al, 2020).

Conclusiones
El papel del laboratorio clinico es determinante en el manejo de esta pandemia. Actualmente, existe una
variedad de pruebas basadas en &cidos nucleicos, antigenos y anticuerpos disponibles para la deteccion de la
infeccion por SARS-CoV-2. Si bien las pruebas basadas en acidos nucleicos o las pruebas de deteccion de
antigenos se utilizan con fines diagnosticos, las pruebas de deteccion de anticuerpos pueden utilizarse para
evaluar la exposicion al virus o para la serovigilancia poblacional. Estas pruebas varian ampliamente en
cuanto a sensibilidad, y es clave comprender la evolucion de la enfermedad y la distribucion del virus en los
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diferentes tejidos. Actualmente, RT-PCR sigue siendo la técnica de primera linea y el método de referencia
para la deteccion de la infeccion por SARSCoV-2. Sin embargo, debido a la capacidad limitada de los
laboratorios para la realizacion de pruebas moleculares, aunado al elevado tiempo de respuesta, otras pruebas
pueden servir como una modalidad de deteccion alternativa para el cribado de la infeccién por SARS-CoV-
2. Por otra parte, la identificacion y cuantificacién de biomarcadores que permitan predecir rapidamente la
progresion de la enfermedad es de especial importancia, pues mejoraria el manejo clinico y la prevencion de
complicaciones graves.
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