( : FACULTADE DE MEDICINA

UNIVERSIDADE E ODONTOLOXIA

DE SANTIAGO
DE COMPOSTELA

M¢etodos diagnodsticos para el SARS-CoV-2: una
revision de la literatura

Trabajo
de M¢étodos diagnodsticos para o SARS-CoV-2: unha
Fin revision da literatura
de
Grado Diagnostic procedures for SARS-CoV-2: a literature

review

Autor: Alvaro Villa Latas
Tutor: Carlos Garcia Riestra

Cotutor: German Bou Arévalo

Departamento: Microbiologia

Junio de 2021

Trabajo de Fin de Grado presentado en la Facultad de Medicina y Odontologia de la

Universidad de Santiago de Compostela para la obtencién del Grado en Medicina



Métodos diagndsticos para el SARS-CoV-2: una revision de la literatura Alvaro Villa Latas

INDICE
L RESUITIEN. ...ttt ettt et s e et esbt e e bt e sabe et e e e bt e e e enaeee 4
2. INEOAUCCION. ...ttt ettt ettt e et e bte et e e bt e esbeesseesnbeenbeeenneenes 4
2.1 Generalidades sobre el coronavirus SARS-CoV-2.......ccccooviiviiiiniiniiiinicenenee e 5
3. Materiales Y MELOAOS. . ...vviiiiieieiieeeiie ettt eee et e e steeestteeessaeeesseeesaeeensaeennseeens 8
T O ] o] 115 A7 o TSP PRSP 9
5. MEt0A0S dIAZNOSICOS. ...eeuvieiiieiieeiiiertie et erite et estte et e stteebeestteebeestaeebeesseeenseensneeensseeeansees 9
ST RTPCR ..ttt ettt et b et e e nteenneeennnee e 11
5.2 TECNICAS ANTIZENICAS. ....veeeueeetieeitieiieeteesiteeteestteebeestteebeesaeeeabeesateenbeasneeesnseeesanneeenans 16
5.3 Técnicas de ANtICURTPOS. ....ccuveeiieriieeiieniieeieesiteeteesteeteessteeseessseeseessseenseessseesnseeesnns 22
5.4 CUltIVO VITAL..eoiiiiiiiii ettt et st 24
5.5 Tomografia computarizada.............cooeeeiiieiiiiiieieeee e 26
5.6 Ecografia pUIMONAT..........ccoooiiiiiiiiieiieeie ettt ettt et et e et e e 29
5.7 Otras técnicas MOLECUIATES. .........coiiiiiiiiiiiiiiiceee e 35
5.7.1 Deteccion de material genético en aguas residuales...........ccoeveeviieiiieniiiniienieen. 35
5.7.2 Sensores biol0gicos (BIOSENSOTS).....cc.uiiiuieriiieiieriieeiieniieeiee e eteesieeeesreeeenereee e 36



Métodos diagndsticos para el SARS-CoV-2: una revision de la literatura Alvaro Villa Latas

5.8 OUTAS TECTIICAS et eeeeeee e e e e e et e e e e e e e e e e e aeeeeeeeaeeaneaaeeeeeeeeeaneaaaaeeeeereaannaaaees 40

6. Nuevas variantes y pruebas dia@noOstiCas..........cecueerueerieeiiierieeiiienieeiiesiieeesireeesveeeeeees 42

7. Referencias



Métodos diagndsticos para el SARS-CoV-2: una revision de la literatura Alvaro Villa Latas

1. Resumen

El SARS-CoV-2 es un nueva cepa de coronavirus que aparecié en China a finales del afo
2019. Desde entonces se han ido desarrollando multiples técnicas diagndsticas para conseguir
su deteccion. Aunque a dia de hoy el método diagnoéstico de eleccion es la RT-PCR, han ido
surgiendo otros métodos alternativos que la complementan e incluso expanden su capacidad,
asi como la informacion aportada. Desde los mas conocidos como los tests de antigeno y los
de anticuerpos hasta otros menos empleados o menos frecuentes como los biosensores y
VOC:s e incluyendo también las pruebas de imagen, en este articulo se analizan los pros y
contras de cada uno de ellos, sus particularidades y sus ambitos de aplicacion. También se
comenta el impacto que han tenido las nuevas variantes en cuanto al diagndstico y que

avances se han tenido que implementar para su identificacion.

2. Introduccion

El coronavirus es un tema que ha adquirido mucha relevancia tanto a nivel médico como a
nivel socio-econémico en el ultimo afio. A pesar de que se han realizado muchos avances a lo
largo de esta pandemia para intentar esclarecer tanto mecanismos epidemioldgicos como
fisiopatoldgicos y de indole diagnostico-terapéutica, hay muchos aspectos que a dia de hoy

permanecen desconocidos. Asimismo, se han conseguido realizar multiples avances en
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relacion al diagnoéstico de la enfermedad que han permitido mejorar considerablemente su

deteccion respecto al inicio de la pandemia.

2.1 Generalidades sobre el coronavirus SARS-CoV-2

El SARS-CoV-2 es un virus RNA de la familia de los coronavirus, concretamente
perteneciente a los -coronavirus. Su genoma es muy similar a los otros coronavirus,
siendo un 79,7% similar al SARS-CoV y un 90% y 96 % similar a los genomas del
Pangolin-CoV y Bat-CoV, respectivamente (de ahi la hipdtesis actual de su origen en

el murciélago) (1).

Dentro de las proteinas mas relevantes que tiene este virus tenemos la proteina S (con
papel en la adhesion), la proteina N (que forma la nucleocapside), la proteina M (que

conforma la matriz) y la E (que forma la pequefia envoltura). Existen mas proteinas,

asi como dominios proteicos (como el NSP2 y 3) que podrian tener aplicacion en la

busqueda de farmacos antivirales y antigenos vacunales (2).

El virus se transmite por una combinacion de gotas y aerosoles, lo que le permite
sobrevivir horas en el aire y dias en las superficies. A pesar de ello, se ha demostrado
que la infectividad en superficies disminuye a partir de la primera hora y es
practicamente nula a partir de los 4-5 dias. Sin embargo, este no es el tnico
mecanismo de transmision, ya que también se ha observado transmision por via fecal-

oral y por contacto directo (2,3,4).
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Profundizando mas en la cuestion de la propagacion mediante aerosoles, este dilema
ha ido esclareciéndose al ir avanzando la pandemia gracias a la aparicion de multiples
estudios. Uno de ellos es el estudio de Santarpia et al. (2020), en el cual se analizaron
163 muestras (de aire y de superficies) de las habitaciones de 13 pacientes infectados.
Todas estas habitaciones contaban con sistemas de presion negativa y las muestras se
analizaron mediante RT-PCR. Del total de las muestras, 126 fueron positivas (lo que
representa un 77.3%). Las muestras de aire fueron positivas en un 63.2% de los casos
y las de superficies y objetos personales arrojaron resultados positivos en un 76.5%.
La carga viral de las muestras se encontrd que fue considerablemente variable,
comprendiéndose entre 0-1.75 copias/uL. No fueron capaces de cultivar de manera
efectiva las muestras, aunque la carga viral hallada en las muestras era baja. Una
cuestion interesante es que solamente un 57.9% de los pacientes refiri6 la presencia de
tos en los tres dias previos a la obtencion de las muestras, lo que refuerza la hipdtesis

de una importante capacidad de transmision de los pacientes asintomaticos (5).

Retomando la patogenia, una vez que el virus entra en contacto con la mucosa del
arbol respiratorio (y otras mucosas) se produce una etapa de adhesiéon mediada por la
proteina S y el ECA2, empleando TMPRSS2 (una serin proteasa) como un facilitador
de dicha union, permitiendo disminuir mucho las cantidades de ECA2 necesarias para

que ocurra.
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Tras la adhesion, el virus entra en la célula y se libera su RNA, comenzando asi la
replicacion viral, formandose glucoproteinas que se adhieren al aparato de Golgi y
luego forman las particulas virales al unirse con la nucleocapside. Finalmente se
produce la liberacion de los nuevos virus. Entre los efectos fisiopatologicos, el virus
tiene la capacidad de producir SDRA (sindrome de distress respiratorio del adulto),
leucopenia, anomalias leucocitarias y una cascada de citokinas especialmente
importante (L-2, IL-7, IL-10, G-CSF, TNF-a entre otros) (1). Se ha observado también
capacidad de afectar al tracto gastrointestinal, asi como a nivel dermatoldgico,
neurologico asi como otros fendmenos como miocarditis o trombosis, tratdndose por

tanto de una enfermedad no s6lo pulmonar sino sistémica.

El periodo de incubacion medio de la enfermedad es de unos 5-6 dias. Desde el
momento de contacto con el virus, el antigeno S comienza a ser detectable a partir de
las 24 horas, mientras que el RNA virico se detecta mas tardiamente, alcanzando un
pico a partir de los 4 dias (3). Los anticuerpos son variables en esta enfermedad y
aunque algunos pacientes presentan IgM al inicio que posteriormente cambia a IgG,
esto no ocurre en otros, pero lo comentaremos en mas detalle en el apartado

correspondiente.
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3. Materiales y métodos

Se realizaron multiples busquedas en el buscador de Pubmed asi como en multiples revistas
(Nature, Journal of Clinical Virology, entre otras) y en webs como www.radiopedia.org para
las cuestiones de técnicas de imagen. Dado que los articulos referentes al coronavirus son
todos completos y gratuitos, no se necesito realizar filtrado de esa cuestion. Se realizo
revision de 80 articulos predominantemente en inglés y en espafiol, de los cuales 45 fueron
seleccionados y el resto descartados por contener informacion no relevante a la busqueda o
por informacion repetida o desactualizada. Los términos de busqueda incluyeron los referidos
a las pruebas (PCR, RT-PCR, biosensor, antigen test, antibody test, screening, CT scan, LUS,
entre otros) combinados con los del virus (SARS-CoV-2, coronavirus, novel coronavirus,
COVID-19 y COVID), seleccionando revisiones, metanalisis y revisiones sistematicas dando
lugar a unos 3480 articulos de los cuales se revisaron 150 mediante la lectura de los
resimenes para determinar la relevancia de su contenido. En esta revision bibliografica se

incluyen 45 de estos articulos por resultar més claros y/o completos.

Para ciertos conceptos como la base de las técnicas, conceptos como el CRISPR y
funcionamiento de biosensores se realizaron biisquedas adicionales menos amplias para

obtener informacidon mas concreta.

Respecto a las imagenes, todas han sido citadas acorde a los requisitos de los autores, con la

excepcion de las imagenes de realizacion propia.
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4. Objetivos

El objetivo de este trabajo es detallar los métodos de diagnostico existentes para la
enfermedad por el virus SARS-CoV-2, desde los mas convencionales hasta otros mas
novedosos. El proposito es aportar una vision global de los beneficios e inconvenientes de
cada uno, las razones de empleo de cada uno de ellos e introducir algunos de los avances que

se estan realizando en el campo del diagnostico.

5. Métodos diagndsticos

Los métodos diagnosticos se dividen en tres grupos: los que detectan virus o porciones del
virus, los que detectan la respuesta inmune y los que detectan las consecuencias patoldgicas
del virus sobre el cuerpo humano. Asumimos para la mayoria de este trabajo que tratamos con
el Sars-CoV-2 al que nos enfrentamos al comienzo de la pandemia, dedicandoles a las nuevas

variantes un apartado especial al final.

Previamente a la discusion de los diferentes métodos diagnosticos me gustaria recordar ciertos

términos estadisticos de valoracion de pruebas diagnosticas:

Def: Sensibilidad (S). La probabilidad de que un enfermo dé positivo en un test, o

dicho de otro modo, la complementaria de la probabilidad de hallar un falso negativo.

S=Prob (+)/Prob (Enf)=VP/(VP+FN)
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Def: Especificidad (E). La probabilidad de que un sano dé negativo en un test, o dicho

de otro modo, la complementaria de la probabilidad de hallar un falso positivo.
E=Prob (-)/Prob (Enf)=VN/(VN+FP)
Def: Valor predictivo positivo (VPP). La probabilidad de que un positivo esté
enfermo.
VPP=Prob (Enf)/Prob (+)=VP/(VP+FP)
Def: Valor predictivo negativo (VPN). La probabilidad de que un negativo esté sano.
VPN=Prob (Enf)/Prob (-)=VN/(VN+FN)
Def: Valor predictivo global (VPG). La probabilidad de que un paciente haya sido
clasificado correctamente.
VPG=(VP+VN)/(VP+VN+FN+FP)

Siendo VP: verdaderos positivos, VN: verdaderos negativos, FP: falsos positivos, FN:

falsos negativos

En lineas generales una prueba inicial de diagnostico debe tener una elevada
sensibilidad (para minimizar el nimero de falsos negativos, cuyo proposito es que se
escape un nimero minimo de falsos negativos, a pesar de que ello supone un
incremento de falsos positivos) que después sea confirmada mediante una prueba muy
especifica (disminuir los falsos positivos, ya que de lo contrario serian sometidos a

tratamientos innecesarios y potencialmente daninos). Cuando hablamos de una prueba

10
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de cribado o screening es fundamental tener un elevado VPN, el problema de los
cribados es que siempre hay que tener en cuenta la prevalencia de la enfermedad que
vamos a cribar ya que tanto el VPN como el VPP se modifican con la prevalencia (no
seria lo mismo cribar para diabetes entre los pacientes de un servicio de neumologia

que en uno de endocrinologia, donde la prevalencia en el segundo es mucho mayor).

5.1 RT-PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa, o PCR, es en el momento actual la técnica
diagnostica gold standard para demostrar la infeccion por el Sars-CoV-2. Esta técnica
consiste en la amplificacion de material genético, esencialmente en “fotocopiar” DNA.
Para ello necesitamos una muestra a analizar, nucleo6tidos, cebadores, una DNA
polimerasa (con sus cofactores) y un pH y temperatura adecuados (proporcionados por
una solucidon tampodn y un termociclador). En cada ciclo se incrementa la temperatura
hasta desnaturalizar el DNA, luego se enfria ligeramente para unir los cebadores, a los
cuales se adhiere la polimerasa que realizard las copias de cada una de las dos hebras
empleando los nucleotidos. En este proceso el nimero de copias que obtenemos en el
ciclo n es del orden de 2" (en el primero 2, en el segundo 4 y en el 34... 17.179.869.184
copias!). Este es el método de realizacién de una PCR cuando la muestra a analizar es
de DNA, pero dado que nuestro virus es un virus RNA y las PCR multiplican el DNA

debemos utilizar una variante de esta técnica. Esta no es otra que es una RT-PCR o

11
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reverso PCR, la cual hace uso de una transcriptasa inversa que le permite a partir del
RNA viral obtener un DNA que se puede luego amplificar con la técnica previamente

descrita.

La muestra tomada es también importante, siendo las mas aceptadas las muestras
nasofaringeas, orofaringeas, narinas y muestras invasivas del arbol respiratorio. Otras
muestras como las muestras en heces son menos consistentes a nivel individual,

aunque si que tienen un papel a nivel poblacional, como ya veremos més adelante (1).

Ademas las PCR se pueden realizar en tiempo real, o qPCR (ver figura 1). En estas
PCR se puede cuantificar el nimero de copias mediante diferentes métodos, que se
suelen basar en el empleo de una sustancia fluorocromoégena que produce
fluorescencia al realizar una reaccion. Esta fluorescencia es la que permite determinar

el numero de copias en cada ciclo.

Fluorescencia

N.2 de ciclos

Fig 1. Grafica de gPCR. Distinguimos dos fases: una fase
inicial exponencial y una final de meseta que corresponde
con el agotamiento de los sustratos.

12
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Los genes mas frecuentemente empleados en el caso del Sars-CoV-2 son
ORFIlab/RdRp, E, S, y N, sin que existan diferencias significativas en su capacidad de
diagnostico al utilizar distintos sets comerciales (6). En lo que si existe variacion es en
el umbral minimo de deteccidn entre los sets, con unos detectando un minimo de 0.025
copias/pL (PerkinElmer) hasta otros que detectan unas 10 copias/puL (Thermo-Fisher)
(6). Ademas, la qPCR también tiene dos parametros que es importante conocer: el
limite de deteccion y el umbral minimo de ciclo (C;o C,). El limite de deteccion es la
minima capacidad de analito que un proceso es capaz de detectar mientras que el
umbral minimo de ciclo es el numero de ciclos de PCR al que hay que someter una
muestra para que alcance el limite de deteccion. El umbral de ciclo es inversamente
proporcional a la cantidad de muestra inicial o, lo que es lo mismo, cuando el C; toma
valores mayores nos indica que han tenido que tener lugar un mayor nimero de ciclos

para obtener un numero de copias que alcancen el limite de deteccion.

Por otra parte, lo que medimos mediante pruebas diagndsticas no es un valor estatico
en el tiempo sino que varia a medida que lo hace la enfermedad. De esta manera la
especificidad va cambiando a medida que pasan los dias, siendo el nimero de falsos
negativos maximo en los primeros cuatro dias desde la exposicion aunque caen y
alcanzan minimos sobre el octavo dia (7). Por ello, se suelen alcanzar Css suficientes
para llegar al limite de deteccion entre 1-3 dias tras el comienzo de los sintomas
(aceptando ese periodo de incubacion estdndar de 5-6 dias). Es fundamental tener todo

esto en cuenta, no solo en relacion al Sars-CoV-2 sino también para otras

13
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enfermedades, puesto que siempre es necesario valorar la probabilidad pre-test de
padecer la enfermedad, para poder repetir la PCR en caso de que esa sospecha sea muy

elevada.

Otra cuestion relevante en relacion a las PCR es el tema de la persistencia de valores
positivos a pesar de haberse resuelto la enfermedad. La PCR no es una prueba que nos
indique si el sujeto es contagioso o no, el inico método que nos da esa informacion de
manera directa es el cultivo. Sin embargo, la qPCR nos permite estimar la infectividad
de una manera indirecta. En el estudio realizado por Guilllaume poliquin et al (8), se
realizaron cultivos y qPCR a las mismas muestras. Lo que observaron es que por
encima de C, de 24 ciclos y/o tiempos de mas de 8 dias desde el comienzo de los
sintomas los investigadores no fueron capaz de obtener un cultivo viral positivo (8).
Esto nos permite en cierta manera estimar el riesgo de transmision que tiene un
enfermo en base a su carga viral (aunque es problematico de sistematizar porque los
valores de C; no son estandares). Este estudio plantea una cuestion importante en
relacion a la persistencia de positividad en las PCR en enfermos que han pasado la
enfermedad, ya que existen casos en los que se observa este fendmeno. ;Estos
positivos persistentes son infecciosos? Una posible respuesta nos viene dada por otro
estudio en el cual se analizaron retrospectivamente muestras de 7608 pacientes
recuperados de la enfermedad mediante qPCR durante la estancia y posteriormente al
alta (9). Lo que hallaron fue que un 46.9% de ellos presentaba qPCRs positivas con C;

> 24 una vez que cesaron los sintomas y 14.7% seguian siéndole a los 60 dias (pero

14
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con C; ain mayores, del rango de 39.2-43.6) (9). Esto apunta a que en pequeno
porcentaje de pacientes persiste una eliminacion de particulas virales a largo plazo
pero que con los datos disponibles actualmente no suponen un riesgo de contagio ya

que no se han conseguido cultivar muestras de cargas virales tan bajas.

Una cuestion afiadida son el tema de la deteccion de asintomaticos/paucisintomaticos.
El primer problema que encontramos es la disminucion de la probabilidad pre-test de
enfermedad, ya que al no desarrollar sintomas o ser muy leves no incitan sospecha que
termine en la realizacion de la prueba. Ademas, estos pacientes pueden contagiar a
otros sin que se sospeche, lo cudl representa otro problema afiadido desde el punto de
vista epidemiologico. Por otra parte un asintomatico sélo puede ser definido de una
manera retrospectiva, ya que en el momento no podemos distinguir un verdadero
asintomatico de un presintomatico que aun est4 en fase preclinica. Aproximadamente
un 40% (variando entre el 30 y 50% seguin los metanalisis consultados) de los
pacientes infectados por el virus no presentan sintomas (incluidos asintomaticos y

presintomaticos) (10, 11, 12).

Al ir avanzando la pandemia, la carga de trabajo del laboratorio se ha ido
incrementando y en consecuencia aparecieron sistemas automatizados de procesado de
las muestras (Hamilton, Samplix, Qiagen y muchos més) que permiten el manejo
diario de un mayor nimero de muestras disminuyendo el trabajo manual. Algunos

pueden procesar volimenes de 1536 muestras en 24 horas, como el Cobas 6800.

15
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En resumen, sus principales ventajas radican en su teorica especificidad del 100%
(aunque existen posibles errores por mala recogida de muestra o mal procesamiento
técnico, pero por su definicion de prueba gold standard se le asigna un valor de
especificidad del 100% a pesar de que en realidad esta especificidad seria mas baja)
asi como su elevada sensibilidad. Sin embargo, se trata de una prueba relativamente
costosa (entre 10-15 euros por cada test, sin contar el precio de un termociclador, de
unos 90.000 euros), lenta (de 2 a 5 horas, aunque existen tests point of care que
obtienen resultados en 20-40 minutos, como los de LIAT (Roche), VITA (Menarini),
GenXpert (Cepheid) y Bosch) y, como ya hemos dicho previamente, un resultado
positivo no se relaciona con la infectividad del virus ya que solo detecta copias del

virus y no copias viables (remediable en cierta manera mediante la qPCR).

5.2 Técnicas antigénicas

Las técnicas de identificacion basadas en antigeno son un conjunto de técnicas
diagnosticas que emplean métodos de deteccion de los antigenos S y N
(mayoritariamente) del Sars-CoV-2 mediante inmunocromatografia, ELISA, ensayos

de flujo lateral y otros métodos que incluyen combinaciones de los previos con otros.

Estas técnicas tiene una serie de ventajas claras frente a la PCR: mayor rapidez (5-15
minutos), no necesita un personal tan cualificado para su realizacion o interpretacion y

un bajo coste. Sin embargo, presentan un mayor numero de falsos negativos, ya que

16
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tienen menor sensibilidad que las PCR . Ademas los primeros tests de antigeno para el
Sars-CoV-2 que surgieron tenian bastantes problemas de falsos positivos por
reactividad cruzada con otros virus respiratorios (debido a que usaban antigenos

comunes), lo que originaba problemas adicionales (13).

Los test de antigeno que se emplean en la actualidad ya no presentan los problemas de
reactividad cruzada que tenian los previos, aunque su especificidad y sensibilidad es
menor que la PCR. De hecho la mayoria de estos test mejoran sus resultados a mayor
carga viral de la muestra, como el test LUMIPULSE, cuya sensibilidad y especificidad
para muestras de 10-100 copias/pL es de 55.2% y 99.6% con un area bajo la curva
ROC de 0.848 pero con unos resultados peores en las muestras de menos de 10
copias/puL. Su concordancia con la PCR para mas de 100 copias/pL es del 100%, para

1-100 copias/uL del 85% y para 1-10 copias/pL del 33% (14).

Existen muchos test de antigenos distintos, pero me gustaria comentar brevemente
alguno que tiene un mecanismo diferente al habitual y/o con peculiaridades

interesantes:

¢ Test de antigeno ultrasensible de Watabe e Ito:

Este test consigue elevar considerablemente la sensibilidad mediante una
técnica que consiste en acoplar un “sandwich” de ELISA con un proceso

llamado ciclo de thio-NAD para identificar la proteina S.

17
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Imagen 1. Esquema del funcionamiento del sandwich ELISA con ciclo de thio-NAD,
realizado por Watabe e Ito et al. (15)

Un sandwich ELISA es basicamente lo que nos viene a decir el propio nombre:
consiste en la introduccion de la muestra con el antigeno en un recipiente que
contiene un anticuerpo anclado a ¢él, lavamos el exceso de muestra e
introducimos otro anticuerpo (que no interacciona con el anticuerpo anclado
pero si con el antigeno) que en este caso va unido a un enzima que cataliza una
reaccion que produce como su producto el sustrato del ciclo de thio-NAD. Esto
consiste en una serie de reacciones redox que acaban produciendo thio-NADH,
que al final se cuantifica mediante su capacidad de absorcion de una radiacion

de 405 nm de longitud de onda (15).

Este método segun el estudio de Etsuro Ito et al. ha mostrado un umbral de
deteccion de 10*RNA copias por ensayo frente al umbral de la RT-gPCR de

4.2 x 10° copias por hisopo (15). El limite de deteccion que proporcionan en el
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articulo es el que tiene lugar a los 60 minutos de comenzar el ciclado, ya que a
los 10 minutos su limite es de 10° copias por ensayo. Ademas al tratar de
detectar la proteina S no tiene reactividad cruzada con otros virus. La

sensibilidad del test es comparable a la de las PCR (15).

Este método parece prometedor por sus resultados, pero aun no tiene estudios
en muestras de pacientes con el virus (emplearon la proteina S de manera
aislada en vez de usar el virus completo), con lo que la validez externa del
estudio es limitada. Ademas, al ser el propio autor el creador de su producto,
existe un conflicto de interés importante que convendria ser evaluado por una

tercera parte mas imparcial.

* Test de PANBIO (Abbott): se trata de un test de antigeno point of care basado
en un inmunoensayo en oro coloidal, que obtiene resultados con una alta
sensibilidad y especificidad en unos 15 minutos. Se trata de un test cualitativo.
Segun el fabricante la sensibilidad y especificidad son muy elevadas, estando
por encima del 90%, aunque existen variaciones en funcion de la muestra
tomada (16). Sin embargo algunos metanalisis reportan una sensibilidad media
del 75.1% (con un IC al 95% entre 57.3% y 87.1%) y especificidad media del
99.5% (con un IC al 95% entre 98.7% y 99.8%) para sintomaticos (16).
Respecto a su capacidad de identificar asintomaticos, es bastante menor con

una sensibilidad media del 48.9% (con un IC al 95% entre 35.1 y 62.9) pero
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manteniendo una elevada especificidad (16). Los valores predictivos de este
test también varian con la prevalencia, desde un 89% a un 97% de VPP y desde
un 98.7% a un 94.1% de VPN para prevalencias de el 5% y el 20% en
sintomaticos, respectivamente (valores predictivos globales del 97% y del
95%). En asintomaticos estos resultados son peores, con un VPP del 11% hasta
el 34% y un VPN del 99.7% al 99% para prevalencias del 0.5% al 2%,
respectivamente (valores predictivos globales del 97% y del 97%) (16). En los
asintomaticos no confirma la enfermedad pero tiene un elevado VPN, que
permitiria descartarla en un porcentaje elevado de casos. Estos test tienen una
sensibilidad elevada para valores de C; bajos, que es lo que ocurre en los
primeros 5-7 dias tras el inicio de sintomas (16). Ademas, el precio no es muy

elevado, siendo de unos 4.5 euros por cada test.

» Test de Standard Q (SD Biosensor, Roche): se trata de otro test point of care,

este basado en ensayo de flujo lateral, con tiempos y sensibilidades reportadas
por el fabricante muy similares al de Abbott. En metandlisis este test presentd
una sensibilidad y especificidad similares al de Abbott en sintomaticos pero
que mejora su sensibilidad en los asintoméaticos respecto al mismo: un 69.2%
con un IC de 38.6% a 90.9% (16). También supera bastante en VPP al de
Abbott en asintomaticos, aunque sigue siendo relativamente bajo (16). Su

precio es de aproximadamente 3.5 euros cada test.
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Respecto a la capacidad del test de antigeno para el cribado poblacional, tiene las
ventajas de la rapidez y bajo coste, pero su sensibilidad y VPP se reduce en los
asintomaticos, con lo cual en el momento de realizacion de este trabajo, no esté
recomendado su empleo como cribado aunque el testeo seriado se podria emplear para
obtener una medida de la evolucion de brotes y sobre la situacion epidemiolédgica de
comunidades (17). Hay que tener cuidado en los sintomaticos, cuyos resultados

negativos deben de confirmarse mediante PCR segun la CDC.

Como resumen, se trata de test rdpidos (minutos para obtener el resultado), de
sensibilidad moderada (mas elevada en los nuevos), de especificidad alta, baratos en
comparacion a la PCR y facilmente interpretables. Sin embargo su sensibilidad es muy
dependiente de la carga viral y su capacidad diagndstica asi como de triaje mejora en
zonas de alta prevalencia, donde se encuentren pacientes sintomaticos con altas cargas
virales. Su mayor rentabilidad diagnodstica es durante la primera semana desde el
comienzo de los sintomas, ya que los niveles de antigeno van disminuyendo a partir de
esta (siendo a partir de entonces mas efectiva la RT-PCR). Por ahora se pueden
emplear como triaje de pacientes con probabilidad pre-test alta (en zonas de elevada

prevalencia), con posterior confirmacion mediante PCR.
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5.3 Técnicas de anticuerpos

Las técnicas de deteccion de anticuerpos son un conjunto de procedimientos que

permiten detectar los anticuerpos IgM, IgG y menos frecuentemente IgA.

Los test de anticuerpos, al igual que los de antigeno, se pueden dividir en tests rapidos
(cualitativos) y tests seroldgicos (cuantitativos). Los rapidos se basan

mayoritariamente en la inmunocromatografia y los serologicos se basan en el ELISA.

Las inmunoglobulinas en el Sars-CoV-2 comienzan su produccion sobre los 2-3 dias
del contagio en forma de IgM y posteriormente realizan un cambio a una forma IgG
mas especifica, que en algunos estudios comunican que puede ocurrir tan
tempranamente como al cuarto dia, pero que de media tardan unos 12-15 dias (18). La
IgM hace un pico maximo a las 2-5 semanas y a partir de entonces disminuye hasta
desaparecer (18). Respecto a la dindmica de estas inmunoglobulinas a largo plazo, se
cree que el tiempo de duracion de estas inmunoglobulinas es de meses, siendo unos
70-90 dias para IgA y mas de 6 meses para IgG, aunque esto es menor para aquellos
pacientes que contaban con unas cifras IgG inferiores al inicio del cuadro y en
inmunodeprimidos (19). Los pacientes que presentan niveles elevados de
inmunoglobulinas al diagndstico ademas tienen una menor disminucién de los niveles
a largo plazo, aunque también existen diferencias en la disminucion de la capacidad de
reactividad de las diferentes inmunoglobulinas (siendo las mas afectadas por este

orden IgM>IgG>IgA) (18, 19).
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El cambio de inmunoglobulina es un fenémeno peculiar en el Sars-CoV-2, ya que la
sensibilidad de la IgM para determinar infeccion aguda es baja (20). Sin embargo, la
sensibilidad de la IgG mejora al transcurrir mas tiempo desde el inicio de los sintomas
(19, 20). Aun asi, la deteccion de anticuerpos es un método complementario de
diagnostico, ya que un porcentaje importante de pacientes debutan con ambas
inmunoglobulinas negativas al inicio de la enfermedad (20). También se ha observado
el caso opuesto de enfermos que presentan ambas inmunoglobulinas positivas desde el

primer momento (20).

En el metanalisis realizado por Jing Li et al. analizaron diferentes estudios con
respecto al uso de inmunoglobulinas (21). Los resultados, a pesar de que los estudios
eran heterogéneos en cuestion al método de deteccion de los anticuerpos, son de una
sensibilidad variable en funcion de que inmunoglobulinas fueran las positivas. Dado
que las caracteristicas inmunes de la infeccion son bastante atipicas, ellos sugieren
considerar cualquier combinacion que contenga alguna inmunoglobulina positiva

como un test positivo (21).

Respecto a su empleo como método de cribado poblacional se han comunicado
variaciones importantes en el VPP de los mismos en funcién de la prevalencia de la
zona, variando desde el 33% de VPP con prevalencias tan bajas como del 1%, al 60-
90% si se eleva al 3-10% y finalmente entre el 90-100% cuando sobrepasamos el 10%

de prevalencia (22).
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Un tema que ha sido bastante comentado, especialmente desde el inicio de la
pandemia, es la posibilidad de reinfeccion. Es importante diferenciar la reinfeccion
como tal de la presencia de un falso negativo previo. Aunque existe la probabilidad de
padecer una reinfeccion verdadera (no de falso negativo previo con verdadero positivo
posteriormente), esta es rara, solo hay documentados unos pocos casos en el mundo de

este fenomeno (al menos en el momento de realizacion de este articulo) (23).

En resumen, se trata de pruebas rapidas, poco costosas pero que dadas las
caracteristicas de la enfermedad y de la reactividad particular del virus con nuestro
sistema inmune se deben de emplear en el contexto del resto de pruebas, dada la
elevada probabilidad de falsos negativos. Actualmente se emplean para la realizacion
de estudios de seroprevalencia y en casos de pacientes que presentan PCRs negativas

de manera repetida (24).

5.4 Cultivo viral

A pesar de que la RT-PCR se considera el gold standard para el diagnostico del
COVID-19, esta prueba y el resto de las que comentamos previamente no son capaces
de demostrar la infectividad del virus. El cultivo es capaz de demostrarla, entendiendo

por infectividad el crecimiento viral en la muestra tisular a cultivar.

Un cultivo viral es un método lento y costoso que no se emplea como método

diagndstico, teniendo un mayor papel en el ambito de la investigacion. Se realiza
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aislando en la muestra los virus de microorganismos mediante centrifugacion,
recogiendo el sobrenadante y procediendo a su inoculacion en muestras de distintas
estirpes celulares. Una vez realizado esto, es preciso que se reproduzca el virus en
dichas células, proceso que puede llevar dias e incluso semanas. La linea celular que
mas se emplea para el cultivo del Sars-CoV-2 es la célula Vero, que procede del rifién
del mono verde africano o Chlorocebus sp.. La mayoria de las células que se replican
tienen un limite del nimero de veces que son capaces de hacerlo (limite de Hayflick)
antes de alcanzar la senescencia debido al acortamiento de los telomeros con cada
division, aunque existen excepciones: las células madre, las células cancerigenas, las
estirpes modificadas para evitar la senescencia y las estirpes de células “inmortales”
que ocurren naturalmente (como es el caso de las Vero). Una vez realizado todo el
proceso de cultivo, es posible determinar si ha tenido lugar crecimiento celular
mediante analisis antigénico o mediante cambios citopaticos celulares (variables segun

el tipo de virus a cultivar) (25).

Como ya comentamos en el apartado de PCR en el estudio realizado por Guilllaume
poliquin et al demuestran que cuando el Ct de la qPCR es mayor de 24 o el tiempo
desde la aparicion de los sintomas es mayor de 8 dias la probabilidad de crecimiento
del virus en el cultivo es muy baja (8). De hecho la OR de cultivo positivo disminuia
un 32% y un 37% por cada ciclo incrementado en el Ct y por cada dia incrementado

desde la aparicion de los sintomas, respectivamente (8).
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5.5 Tomografia computarizada

La CT es una técnica radioldgica que resulta fundamental en la deteccion del
coronavirus porque al igual que la ecografia nos proporciona informacion acerca del

dafio producido por el patogeno, sobretodo a nivel pulmonar.

La base del funcionamiento del CT son los rayos X. Se trata de radiaciones de tipo
ionizante que interaccionan con los diferentes tejidos absorbiéndose de distintas
maneras permitiendo su visualizacion y distincion. El CT va realizan multiples cortes
emitiendo radiacion desde distintos angulos permitiéndonos ver una imagen
bidimensional que distingue los elementos en profundidad y no una simple proyeccion

como es el caso de la radiografia simple.

Es importante tener en cuenta que la neumonia del coronavirus es una neumonia
atipica, siendo ahora mismo la causa mas frecuente de esta. Ademas, no hay hallazgos
patognomonicos, ya que otros microorganismos e incluso otras enfermedades pueden
presentar hallazgos similares (neumonias organizadas, neumonias atipicas por virus,
fibrosis pulmonar, neumonia eosinofila cronica, neumonia por Pneumocystis

jirovecii...) (26).

Existen multiples hallazgos que se pueden observar en el CT pulmonar en el contexto

de la enfermedad por Sars-CoV-2:
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Imagen en vidrio deslustrado: es la que se observa con mayor frecuencia, en la

mayoria de los estudios en el 98% de los pacientes (27). Su patogenia esta
relacionada con una ocupacion parcial del alvéolo que permite ver los vasos a
través. Con frecuencia se asocia a un engrosamiento intersticial pulmonar. Su
presentacion mas tipica es bilateral, de predominio periférico, basal y con

frecuencia afectacion multilobular (26, 27).

Imagen en consolidacién: la siguiente en frecuencia, entre el 2-64% de los
pacientes (27). Se halla relacionada con la ocupacion de espacio de la via por
liquido y en caso de acompanarse de broncograma pasa a denominarse
neumonia organizada. Se considera la siguiente etapa cronoldgica de evolucion
junto al crazy paving aunque también podria indicar una sobreinfeccion
bacteriana. En general presenta un peor prondstico y es de aparicion tardia, en

torno a los 9-13 dias (26, 27).

Imagen en ““crazy paving pattern”: presente en el 5-36% de los pacientes (27).
Consiste en un engrosamiento de los septos sobre un fondo de vidrio
deslustrado. Ocurre por la inflamacion intersticial como respuesta a los pocos

dias del inicio de la infeccion si tiene lugar progresion (26).

Otros: aunque menos frecuentemente y siendo menos tipicos también se

observan hallazgos como: fibrosis, nddulos, cambios vasculares y pleurales,
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signo del halo y halo inverso, linfadenopatias, bronquiectasias por traccion,

derrame, engrosamiento pleural...

Estos hallazgos son importantes porque denotan una evolucion de la enfermedad en el
tiempo. En los primeros dias predominan unas imagenes de infiltrados agudos en
vidrio deslustrado que evolucionan posteriormente hacia el engrosamiento intersticial
(crazy paving) o consolidacion (si progresa la enfermedad) o hacia la resolucion.

Aproximadamente la mitad de los pacientes asintomaticos presentan algun tipo de

hallazgo en el CT (26).

Imagen 2. Neumonia bilateral por Sars-CoV-2.  Imagen 3. Neumonia por Sars-CoV-2 en la
Se observan infiltrados en vidrio deslustradoy ~ que se aprecia la “crazy paving pattern”,
engrosamiento septal de predominio periférico y resultado del conjunto de los infiltrados en
basal. Caso cortesia del Dr Antonio Rodrigues de vidrio deslustrado y el engrosamiento septal

Aguiar Neto, Radiopaedia.org, rID: 85091 (26)  sobreimpuesto. Caso cortesia del Dr Antonio
Rodrigues de Aguiar Neto, Radiopaedia.org,

rID: 76975 (26)
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Pero a parte de los hallazgos radiologicos, ;como de buena prueba es el CT para la
deteccion de la enfermedad? En primer lugar es importante dejar claro que el
diagnostico del Sars-CoV-2 es un diagnostico microbioldgico, no de imagen ya que
como ya mencionamos antes, las imagenes no son totalmente especificas ni
patognomonicas de la enfermedad. En segundo lugar, es importante el contexto clinico
del paciente y la prevalencia de la enfermedad en la poblacion asi como la necesidad
de reservar el CT para pacientes graves, dado que no es una prueba inocua. Finalmente
destacar que para mejorar la capacidad diagnostica las sociedades radioldgicas han
dado lugar a scores que nos clasifican la probabilidad de que los hallazgos
correspondan al actual coronavirus. Algunos de estos scores son: CO-RADS, COVID-

RADS y el score de la Sociedad Norteamericana de Radiologia (RNSA) (26).

5.6 Ecografia pulmonar

La ecografia pulmonar es una técnica que se basa en el uso de ondas acusticas y su
comportamiento en los tejidos humanos. La base de este método consiste en la
diferente propagacion de estas ondas al transmitirse por los distintos tejidos. Estos
pueden comportarse como propagadores de ondas o ecogénicos (principalmente
liquidos) o como no propagadores o anecogénicos (hueso, metales, algunos
contrastes). Ademas el aire presenta una gran dificultad de propagacion de dichas

ondas, al ser su velocidad de propagacion menor que en el agua, lo cual supone un
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empeoramiento de la calidad de la imagen, lo cual supone un gran problema en el

pulmon.

Mientras que en otros 6rganos la ecografia tiene una interpretacion de base mas
anatomica, en el pulmon esta se basa mas bien en la presencia o ausencia de ciertos
artefactos. En las imagenes de la ecografia pulmonar nos encontramos en primer lugar
con la piel, tejido graso subcutaneo, musculo y costilla. Al ser el pulmén
fundamentalmente aire no podemos observar estructuras anatomicas que normalmente
observariamos en un CT (a no ser que tengamos un derrame, entonces si que
podriamos visualizar el pulmén anatoémicamente). En la ecografia de un pulmon
normal puede identificarse la “linea pleural” (no es realmente la pleura, si no que se
trata de los alvéolos pulmonares llenos de aire que generan una serie de lineas
hiperecogénicas) que se deslizan una sobre la otra (28). Este deslizamiento nos indica
que no tenemos aire en el espacio pleural, se conoce como sliding sign y se encuentra
ausente en los neumotorax (29). Detras de esta linea pleural se observa una sombra
acustica y a continuacion aparecen las llamadas lineas A (que son multiples ecos de la
linea pleuralyy por tanto artefactos por reverberacion de vuelta a la sonda al
interaccionar con los tejidos), que van paralelas a la linea pleural (28). El otro artefacto
importante son las lineas B, que aparecen cuando los ultrasonidos se topan con septos
engrosados o cisuras con liquido y cuya intensidad va disminuyendo progresivamente
(28). Estas lineas B se encuentran transversales y en menor nimero con respecto a las

lineas A y son especialmente visibles en las bases pulmonares (28). En resumen en el
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pulmoén normal tenemos linea pleural, lineas A e intercaladamente se puede observar

alguna linea B, pero siempre en menor nimero que las lineas A.

Imagen 4. Ecografia pulmonar normal. Imagen 5. Ecografia pulmonar de un

Se observan linea pleural y lineas A. paciente COVID. Se observan multiples
Caso cortesia del Dr David Carroll, <a lineas B e irregularidades de la linea
href="https://radiopaedia.org/">Radiopa pleural con ausencia de lineas A (30).

edia.org</a>. From the case <a
href="https://radiopaedia.org/cases/6138
2">rID: 61382</a> (26).

Existen muchos otros artefactos en la ecografia pulmonar patologica pero nos
centraremos en los mas frecuentes que se relacionan con la enfermedad producida por
este coronavirus. Es importante reiterar que no hay ningun hallazgo de imagen

patognomonico para el COVID-19, pero estos son los mas frecuentes:

* Presencia de mas de 3 lineas B por espacio intercostal o ausencia de lineas A:

nos indica engrosamiento septal (lineas B7, o separadas 7mm entre si que

dejan entrever lineas A. Se pueden ver en los SDRA o patologias intersticiales)
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o edema (lineas B3, separadas 3mm entre si, aboliendo las lineas A) (29, 30,

31).

* Consolidaciones: el pulmoén consolidado se asemeja ecograficamente a la

imagen hepatica (hepatizacion pulmonar) que acontece por la atelectasia
alveolar debido a la sustitucion del aire alveolar por liquido. Esta consolidacion
se acompaia de lineas B que la rodean y un refuerzo posterior en forma de cola
de cometa. Ademas aparece el signo del desflecamiento (limite profundo

irregular) (29, 31)

* Derrames: permiten observar mejor el pulmon, debido a que el liquido permite
mejorar la conduccion del sonido. También aparecen otros signos como el
signo del brazo de medusa, signo del cuadrado, signo de la pleura desflecada y

signo del sinusoide (29, 31).

Existen distintos métodos de cuantificar la afectacion pulmonar en la ecografia de
manera sistematica. Algunos son genéricos, como el protocolo BLUE (que permite
evaluar rapidamente la situaciéon pulmonar en base a lineas A, B, deslizamientos,
consolidaciones y derrames para orientar hacia edema, neumonia, neumotorax, TEP,
asma y EPOC) y otros mas especificos para el COVID-19, como el LUS (Lung

Ultrasound Score) (31).
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Puntuacion [Hallazgos ecograficos por zona

0 [.ineas A presentes solas o con <3 lineas B

1 Lineas B multiples espaciadas

2 Lineas B coalescientes con o sin pequefias consolidaciones subpleurales
3 Consolidacion pulmonar

Tabla 1. Score LUS. Se analizan 12 areas entre ambos pulmones asignandoles un
valor entre 0 y 3. El score se relaciona con la gravedad y parece correlacionarse con el
prondstico, aunque son necesarios estudios mas amplios para poder recomendarlos de
forma mas sistematica (31).

En el estudio realizado por Giorgio Bosso et al. analizaron la ecografia en pacientes
hospitalizados por infecciones respiratorias, dividiéndolos en dos grupos: A
(infectados por el Sars-CoV-2) y B (otros microorganismos diferentes del
coronavirus), ambos sintomaticos (31). En este estudio emplearon la ecografia y la
compararon con otros parametros para estimar el pronostico y ver si eran capaces de
diferenciar los del grupo A del B empleando estos métodos. Lo que hallaron fue que la
ecografia no solo era capaz de diferenciar a los pacientes A de los B (con un
p<0.00001 y por tanto significativo) si no que ademas aquellos pacientes con una peor
puntuacion en el LUS morian con mayor frecuencia, con una puntuacion media mas
desviacion tipica de 15.6+4.5 en supervivientes respecto a 20.9+6 en los que

posteriormente fallecieron (p<<0.01). Otros marcadores que significativamente
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diferenciaron A de B fueron la cuantia de la leucocitosis, la PCR, AST y fibrindgeno
31).

Como resumen, la ecografia pulmonar tiene una gran cantidad de ventajas: bajo coste,
no exposicion a radiaciones ionizantes, facilidad de aprendizaje, posibilidad de
realizacion a pie de cama (Uitil en pacientes en ventilacion mecanica o dificultad para
el uso del CT) y su precocidad en la deteccion (en algunos estudios se observan
hallazgos ecograficos previos a la RT-PCR, ademas la ecografia muestra hallazgos
antes que la placa de térax) (26, 31). Los inconvenientes son: la necesidad de personal
formado en la interpretacion (aunque es mas sencillo de interpretar que un CT), la
capacidad diagnoéstica baja cuando no tenemos una probabilidad pre-test alta y el ser

una prueba muy observador-dependiente.
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5.7 Otras técnicas moleculares

5.7.1 Deteccion de material genético en aguas residuales

Aunque se podria haber comentado en el interior de los apartados previos, considero
que se trata de una técnica que esta adquiriendo mucha relevancia tltimamente en

relacion con la capacidad de analizar brotes poblacionales.

El método consiste en la deteccion del RNA virico que proviene de las heces y orina
en las aguas residuales. Este tipo de métodos de deteccion de material genético viral ya
se emplearon en el pasado para controlar brotes de Salmonella, Polio, hepatitis A y

para estudios de microbiota intestinal humana desde un punto de vista comunitario.

Las muestras se obtienen mediante centrifugacion y filtrados que permiten obtener un
sobrenadante que luego es sometido a qPCR. Esto permite cuantificar el material
genético y posteriormente realizar una estimacion de la poblacidon que esta afectada
(aunque esto es bastante variable, ya que la eliminacion de virus por heces presenta

bastante variacion entre pacientes y también a lo largo de la enfermedad) (32, 33).

Se ha observado que con estas mediciones es posible predecir incrementos en la
incidencia poblacional de casos, aunque existe mucha fluctuacion si se toman
multiples muestras diarias, con lo que es preferible tomarlas en periodos de varios

dias, que permiten dar una vision de la tendencia evolutiva (32).
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También se ha constatado que mientras que las agua residuales no procesadas
presentan restos del material genético viral (al igual que en los rios y en aguas tratadas
la carga viral es minima), ninguna de estas muestras pudieron ser cultivadas en

laboratorio (34).

En conclusion, este tipo de método podria servir como una manera mas eficiente de
predecir brotes que un cribado aleatorio de un segmento poblacional y mas fiable que
ingresos o muertes (35). Es relativamente barato y sencillo de ejecutar, pero existe una
dindmica bastante variable en las mediciones y depende de las instalaciones de

procesado de cada region (35).

5.7.2 Sensores bioldgicos (Biosensors)

Un sensor bioldgico es un dispositivo que emplea una combinacion de un método de
biorreconocimiento para identificar a patdgenos con un sistema transductor. El
biorreconocimiento es un proceso que emplea una sonda para la deteccion de un
componente del patogeno, siendo algunas técnicas que lo emplean la PCR y ELISA.
El sensor también utiliza una técnica de biorreconocimiento, pero al contrario que las
previamente mencionadas que consumen algun sustrato para su realizacion
(nucledtidos, anticuerpos, cebadores...) los biosensores no necesitan reponer reactivos
0 sustratos ni preparar la muestra (en la mayoria de los casos el propio sensor la puede

preparar separando componentes por discrepancia de tamanos, magnetismo,
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centrifugacion...) (36). En la figura 2 se puede observar un muy simplificado esquema

de la estructura de un biosensor.

ANALITO/INPUT SENSORDE  mmmms» TRANSDUCTOR mmmmm» SENAL/OUTPUT
BIORRECONOCIMI
ENTO

Figura 2. Elementos de un biosensor. Los analitos suelen ser bacterias, virus, protozoos... Los
sensores pueden ser anticuerpos, proteinas, bacteriofagos, haptameros... Existen multiples tipos de
transductores: mecanicos, quimicos, en formas planares, poliméricas, arrays e incluso nanoestructuras.
Finalmente las sefiales pueden ser obtenidas mediante potenciometria, amperiometria, conductometria,
impedancia...

Estos biosensores se han aplicado principalmente para bacterias (S. typhimurium, E.

coli, S. aureus, Legionella...) pero también para algunos virus, especialmente el virus

de la gripe (36). Con respecto a su empleo en el coronavirus, algunos son:

* RT-LAMP y RT-LAMP-NBS: estas son dos técnicas que buscan suplir algunas

de las desventajas de las RT-PCR. La RT-LAMP (Loop Mediated Isothermal
Amplification combined with Reverse Transcription) permite amplificar el
material genético sin necesidad de variar la temperatura como hace la PCR (de
ahi el nombre de isotérmica) empleando pares de cebadores, unos internos y
otros externos que actiian en las regiones loop de la secuencia. Esta técnica se
puede acoplar a un sistema de tinciones para el diagnostico visual o mediante
turbidimetria, obteniéndose resultados en menos de una hora. Los test

desarrollados que usan RT-LAMP para el Sars-CoV-2 (en concreto el test
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iLACO del grupo de X. Yin et al.) son bastante especificos, con pocos falsos
negativos (25/248, aunque al contrastar estos falsos negativos con una qPCR
presentaban cargas virales muy bajas, con C, de 35) (37). El RT-LAMP-NBS
incluye un biosensor de nanoparticulas que mejora considerablemente las
limitaciones, permitiendo un limite de deteccion de 12 copias por reaccion

respecto al de 60 copias del RT-LAMP (37).

* Sensores basados en CRISPR: el método CRISPR (Clustered Regularly

Interspaced Short Palindromic Repeats) se basa en un método de defensa que
poseen las bacterias frente a acidos nucleicos que no son propios como los
viricos. Este proceso tiene dos componentes: el RNAcr y las endonucleasas
Cas. Cuando un patogeno invade la célula, esta adquiere material genético de
ella en forma de secuencia espaciadoras (complementarias de algunos virus),
que se afladen al promotor de CRISPR. A continuacion se transcribe la
secuencia y se forma en RNAcr que se afiade al Cas formando el complejo
CRISPR/Cas que permite la delecion mediante el corte la proxima vez que se
encuentre con esa secuencia. Esto tiene aplicacion médica debido a que nos
permite obtener un sistema de corte muy especifico que nos permite editar el
genoma de manera mas precisa que los métodos cléasicos, bien sea para
eliminar, sustituir genes o aislar secuencias (38) . En el caso de su aplicacion
diagnéstica, se incorpora a la endonucleasa un método de deteccion, de manera

que si detecta la secuencia y la corta nos daria un resultado positivo. Algunos
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ejemplos son los sensores de Mammoth Biosciences y Sherlock Biosciences,
ambos son test point of care, que obtienen resultados en 30-60 minutos y con
limites de deteccion de entre 10-300 copias/uL (frentes a las QRT-PCR que

tienen un limite de deteccion de 0.33-10 copias/uL) (39).

» Sensores de FET-grafeno: este tipo de biosensor se basa en una capa de

grafeno a la que hay adherida anticuerpos contra un antigeno del virus.
Empleando un transistor de campo efecto (FET) de manera que se genera un
campo eléctrico y un chip de CRISPR que permite el analisis de los resultados

y deteccion de muestras de hasta 1 fg/mL en muestras salinas (40).

* Sensores con electrodos de oro de nanoparticulas: es un sensor semejante al

previo, que utiliza nanoparticulas de oro para fijar los anticuerpos a un
electrodo FTO (Fluorine Doped Tin Oxide). El limite capacidad de deteccion
de este sensor es de muestras de entre 1 fM a 1uM, resultado que obtiene en

segundos (40).

* Bio-nanogate (método enzimatico): es un método que difiere

significativamente de los previos. En lugar de emplear anticuerpos para la
deteccion, utiliza una sustancia llamada aptaimero. Un aptamero es un
oligonucledtido de DNA o RNA que tiene afinidad por una o varias moléculas
que es capaz de detectar mediante un plegamiento de su estructura

tridimensional. Los aptameros se obtienen mediante quimica combinatoria
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(basicamente prueba y error partiendo de un pool que contiene un gran nimero
de ellos) y su produccion menos costosa asi como su elevada afinidad los
convierten en una buena alternativa frente al uso de anticuerpos. El método de
bio-nanogate emplea estos aptadmeros para reconocer la proteina S del virus y

luego es analizado mediante diversos procesos electro-quimicos (40).

5.8. Otras técnicas

En este apartado me gustaria comentar técnicas mas inusuales, pero siempre con base

cientifica, de deteccion del coronavirus.

Deteccion de Compuestos Orgénicos Volatiles (VOCs):

Los VOCs son compuestos orgéanicos volatiles que se producen como resultado
de reacciones metabolicas que tienen lugar en una célula. Al conjunto de todos
los VOCs producidos por un organismo se le conoce como volatiloma,
caracteristico de cada individuo (41). Estos VOCs se asocian con determinadas
enfermedades como cancer, malaria, enfermedades neurologicas y
enfermedades infecciosas e incluso con habitos de la persona (41, 42). Es

posible la deteccion de estos VOCs empleando perros y dispositivos.

Respecto a los perros, en un estudio en el que se empled un perro para intentar

distinguir tanto muestras de laboratorio como pacientes infectados de C.
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difficile obtuvo sensibilidades de 100% y 83%, asi como especificidades de
94% y 98% (muestras y pacientes respectivamente) (42). Con respecto a la
deteccion del coronavirus, los perros pueden detectar los VOCs que se
desencadenan como consecuencia de expresion de HLA y por la tormenta de
citokinas (41). Existen actualmente varios estudios que valoran la posibilidad
su uso para un cribado rapido de pacientes, sin embargo ello plantea algunos
posibles problemas (41). En primer lugar, la manera que tiene el perro de
comunicar la positividad de una muestra/paciente es bastante influenciable por
otros aspectos. También es importante considerar que muchos de estos estudios
se hacen en condiciones 6ptimas irreales, lo que penaliza considerablemente su

validez externa.

El otro método de deteccion de VOCs es mediante biosensores, aunque este
tipo de biosensores estan mucho menos desarrollados que los comentados en

su correspondiente aportado y son necesarios mas estudios al respecto.
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6. Nuevas variantes y pruebas diagndsticas

En primer lugar es importante diferenciar los términos cepa, linaje, mutacion y variante, ya
que con frecuencia se utilizan indistintamente a pesar de hacer referencia a conceptos

distintos:

Def: Mutacion. Cambio en el material genético del virus. Ej: las mutaciones N501Y,

A570D, D614G de la variante britanica.

Def: Variante. Conjunto de mutaciones sobre el material genético de un virus. Ej: la
variante britanica del SARS-CoV-2 se denomina VUI 202012/01segin nomenclatura

de Nexstrain.

Def: Linaje. Posicion en la que se ubica el nuevo genoma en un arbol filogenético. Ej:
el linaje de la variante britdnica se denomina B.1.1.7. seglin la nomenclatura de

PANGO.

Def: Cepa. Aquel conjunto de mutaciones que resultan en una variacion de las
capacidades del virus, afectando las caracteristicas biologicas del mismo. Ej: el SARS-

CoV-2 es una cepa de coronavirus.

A pesar de que al inicio de la pandemia solo nos enfrentdbamos a una unica variante, con el
avance y dada la capacidad de mutacion de los coronavirus hoy en dia nos enfrentamos a
varias: siendo las mas relevantes las variantes britanica (201/501Y.V1), la californiana

(20C/S:452R), la japonesa/brasilena (20J/501Y.V3) y la sudafricana (20H/501.V2) y en los
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ultimas semanas, la india (aunque esta por ahora no ha sido catalogada como variante
preocupante por la CDC) (43). Debido a la identificacion de nuevas variantes se ha credo una
red de vigilancia gendmica a nivel nacional cuya funcion es deteccion y seguimiento de
nuevas variantes, siendo uno de los centros integrantes el Complejo Hospitalario Universitario

de A Coruia, aunque entraremos en un poco mas de detalle sobre su papel mas adelante (44).

Respecto a sus caracteristicas es importante destacar que estas variantes presentan distintas
variaciones en la proteina S y N, asi como otros cambios que les confieren incrementos en la
infectividad de entre 20-50%, disminucion de la susceptibilidad a terapias monoclonales y
disminucién de la neutralizacion por anticuerpos en los sueros post-vacunacion (43). No todas
estas caracteristicas estan presentes en todas las variantes pero de manera general estos son

algunos de los motivos que hacen que estas variantes generen tanta preocupacion.

Respecto al diagndstico de las nuevas variantes, por ahora no es posible diferenciar variantes
mediante test antigénicos aunque si es posible mediante PCR (usando como objetivo un gen o
incluso SNPs) u otras técnicas como el RT-LAMP (44). Un ejemplo de como estas variantes
modifican el diagndstico es la variante britanica (B.1.1.7/501Y.V1), que presenta un
fendémeno llamado drop out del gen S. Esta variante tiene una mutacion en dicho gen que hace
que las PCRs que tnicamente detectan ese gen no sean capaces de detectar esta variante o lo

hagan con menor intensidad (44). Esto no ocurre para otros genes del virus.

De hecho las nuevas PCRs no se estdn realizando para detectar un Unico gen, ya que podria

dar lugar a falsos negativos, ya que estas variantes se estan convirtiendo en predominantes en
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nuestro medio, como asi ocurre con la britanica. En un estudio se analizaron las diferentes
secuencias identificadas para el SARS-CoV-2 obtenidas de bases de datos genéticas y se
estudio su grado de apareamiento con los cebadores de kits de PCR disponibles en el mercado
(45). Las conclusiones fueron que aproximadamente un 34,38% de estas secuencias afectaban
a este apareamiento, de las cuales un 25,94% se consideraron de alto riesgo por tratarse de
secuencias muy diferentes (45). Todo esto nos apunta a la necesidad de que los kits de PCRs
usen como objetivo varios genes en lugar de emplear uno aislado. Los nuevos kits de casas
como Vircell o Seegene incluyen varios genes (E, N, RARP, S) e incluso permiten identificar

mutaciones concretas, son las llamadas PCRs multiplex.

Para finalizar, me gustaria destacar un trabajo que esté resultando fundamental a la hora de
controlar y vigilar la evolucion y aparicion de nuevas variantes: la secuenciacion del genoma
del SARS-CoV-2. Esto se fundamenta en establecer una red de vigilancia de laboratorios que
secuencien el genoma (que en nuestra comunidad autéonoma la forman los hospitales CHUAC,
CHUS y CHUVI), lo que permite vigilar la aparicion e incidencia de nuevas variantes, su
interaccion con las vacunas, tratamientos y pruebas diagnosticas y también identificar
posibles grupos de riesgo afectados por estas nuevas variantes (44). Estos laboratorios,
designados por cada Comunidad Auténoma colaboran con el Ministerio de Sanidad y el ISCII
y aportan datos a la OMS y ECDC. Las nuevas secuencias identificadas se almacenan en una
base de datos a nivel internacional llamada GISAID (44). Esta labor es fundamental para
combatir el virus y sus variantes de una manera actualizada y poder tomar decisiones de una

manera coordinada y efectiva.
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