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En la actualidad, para el diagndstico de la enfermedad de COVID-19, en la fase
aguda, se cuenta con la técnica de RT-PCR en la primera semana y, para conocer
la formacién de anticuerpos ante la infeccion posterior a la primera semana esta la
serologia, con dos técnicas: ELISA, recomendable para uso clinico en los hospitales
y, tentativamente, la inmunocromatografia, porque aun faltan mas estudios para

recomendar Su uso.

Es sorprendente la gran rapidez con la que se identifico la causa, valiéndose de las
diferentes técnicas modernas para la secuenciacion y obtencién del ARN, que hizo
posible, en alrededor de 1 mes, contar con el método diagnéstico en la fase aguda,

gue es la PCR transcriptasa reversa (RT-PCR) para SARS-CoV-2.

Hasta el momento se dispone de dos tipos de técnicas de laboratorio para el
diagnostico de COVID-2019.

Diagnostico agudo del virus SARS- CoV-2 en enfermedad aguda 3-7 dias: la prueba
de referencia es la técnica de reaccion en cadena de polimerasa transcriptasa
reversa (RT-PCR), que es una prueba de biologia molecular en la que se detecta y

amplifica una o varias regiones especificas del virus.

Diagnastico de formacion de anticuerpos contra el virus SARS-CoV-2 después de 7
dias: la prueba indicada es por medio de ELISA o inmunocromatografia para la

deteccion de anticuerpos IgM e IgG para el virus SARS-CoV-2.

El SARS-CoV-2 es un virus de ARN monocatenario de 30 kb de tamafio del genoma,
gue pertenece al género Coronavirus y a la familia Coronaviridae. La estructura del
SARS-CoV-2 es similar a la del SARS-CoV con un tamafio de viribn que varia de
70 a 90 nm. Las proteinas virales de punta, membrana y envoltura del coronavirus
estan incrustadas en la bicapa lipidica derivada de la membrana del huésped que
encapsula la nucleocapside helicoidal que comprende ARN viral. EI genoma
comprende 6-11 marcos de lectura abiertos (ORF) con 50 y 30 regiones

flanqueadas no traducidas (UTR).



Hasta hoy, las pruebas aceptadas por la OMS para RT-PCR para SARS-CoV- 2 son
hisopados nasofaringeos, faringeos y, en pacientes intubados, aspirados

bronquioalveolares.

Cuadro 2. Tipos de muestras, material requerido y temperatura de transporte para la prueba de RT PCR SARS-Cov-2

Tipo de muestra Temperatura de Comentarios
transporte

Exudado faringeo y Medio de transporte viral. El exudado faringeo y nasofaringeo se
nasofaringeo Hisopos de dacrdn o rayén con deben colocar en ¢l mismo tubo para
mango de plastico (exudado incrementar la carga viral
faringeo)

Hisopos de dacrén o rayon
con mango flexible (exudado
nasofaringeo )

Lavado bronquicalveolar  Contenedor estéril con medio 2-8 °C Puede haber dilucion del patogeno, pero
de transporte viral adn asi vale la pena tomarla. Se requie-

ren como minimo 2 mL (1 mL de lavado

bronquioalveolar mds 1 mlL de medio de

transporte}.
Aspirado traqueal, aspirado  Contenedor estéril con medio 2-8 °C Se requieren, como minimo, 2 mL (1
nasofaringeo o lavado nasal de transporte viral mL de aspirado mas 1 mL de medio de
transporte).
Biopsia de pulmén Contenedor estéril con medio 2-8°C 2 c¢m® de la parte visiblemente mds
de transporte viral afectada,

Extraccion, amplificacion y lectura de la PCR.

La prueba de la reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa en
(RT-PCR 0 qRT-PCR si es cuantificada en tiempo real) es una técnica molecular de
deteccion y amplificacion de acidos nucleicos, es decir de material genético, ARN,
del SARS-CoV-2 en distintas muestras biologicas clinicas. En la actualidad es la

técnica de referencia y de eleccion para el diagnoéstico de COVID-19.

La PCR es una técnica utilizada para amplificar secuencias de ADN, Consta de dos
fases: extraccion y amplificacion de los acidos nucleicos. EI ARN es monocatenario
y muy inestable por lo que primero debe transcribirse de forma inversa en ADN
complementario (ADNc) utilizando una transcriptasa inversa. A partir de aqui, se
utiliza el procedimiento de PCR convencional para amplificar el ADNc. Se

utilizan secuencias cortas de ADNc, cebadores o primers, para seleccionar la parte



del genoma a amplificar. La temperatura de la muestra se sube y se baja
repetidamente para ayudar a la ADN polimerasa a duplicar la secuencia del ADN
gue esta siendo copiada. Con esta técnica se producen millones de copias de la
secuencia estudiada en unas horas. Lo ideal es que ambos procesos estén
automatizados para aumentar la rapidez y evitar errores. En la actualidad el
resultado de las pruebas esta disponible desde unas horas a varios dias. Otra
ventaja de la PCR en el momento actual, con existencia de muchos casos, es que

permite procesar simultaneamente un elevado niumero de muestras.

Los genes diana mas usados para la deteccion de SARS-CoV-2 son el gen
E(recomendado por la OMS como screening de primera linea), el gen RdRp, para
estudio de confirmacién y el gen N para estudio adicional de confirmacién. Otro gen
usado es el Orflab. Para el diagnéstico de confirmacion en zonas sin circulacion del
virus COVID-19 se necesita la positividad frente a dos genes distintos de
COVID-19, uno de ellos especifico del mismo, o positividad frente a un
betacoronavirus mas una identificacion al menos parcial del genoma del virus
COVID-19. El periodo de incubaciéon del SARS-CoV-2 es alrededor de 5-6

dias.
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