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Resumen

finales del 2019 una crisis sanitaria se desaté a nivel mundial debido a la propagacion del nuevo virus SARS-

CoV-2 causante de la enfermedad COVID-19. En pocos meses el virus llegd a mas de 120 paises, causando
cerca de 19.5 millones de casos y 725,000 muertes alrededor del mundo. La sintomatologia de la enfermedad
incluye fiebre, tos, cefalea, dolor de garganta, dificultad respiratoria, fatiga y mialgia. El espectro de la enfermedad
puede ir desde los pacientes asintomaticos o leves (la gran mayoria de los casos) hasta aquellos que evolucionan
a condiciones que amenazan la vida como el sindrome de dificultad respiratoria aguda, neumonia severa o fallo
multiorganico, principalmente en personas mayores y con comorbilidades. En Guatemala la letalidad es del 3.9%.
El diagndstico de laboratorio clinico juega un papel importante en el control de la pandemia. El diagndstico se
basa en la deteccion del virus en hisopados nasofaringeos a través de técnicas moleculares de amplificacion de
acidos nucleicos. Otras técnicas de laboratorio resultan importantes para conocer la dindmica de la enfermedad,
entre estas se incluyen pruebas para detectar antigeno del virus en secreciones respiratorias y pruebas serologicas
para detectar y medir los anticuerpos generados contra el virus.
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Abstract

At the end of 2019, a health crisis broke out worldwide due to the spread of the new SARS-CoV-2 virus that
causes the COVID-19 disease. In just a few months the virus reached more than 120 countries, causing about
19.5 million cases and 725,000 deaths around the world. Symptoms of the disease include fever, cough, headache,
sore throat, shortness of breath, fatigue, and myalgia. The spectrum of the disease can range from asymptomatic
or mild patients (the vast majority of cases) to those who evolve to life-threatening conditions such as acute res-
piratory distress syndrome, severe pneumonia or multiple organ failure, mainly in older people and people with
comorbidities. In Guatemala, the fatality rate is 3.9%. Clinical laboratory diagnosis plays an important role in
controlling the pandemic. The diagnosis is based on the detection of the virus in nasopharyngeal swabs through
molecular nucleic acid amplification techniques. Other laboratory techniques are important to understand the
dynamics of the disease and include tests to detect virus antigen in respiratory secretions and serological tests to
detect and measure antibodies generated against the virus.
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Pruebas diagnosticas en el manejo de COVID-19

Introduccion

Los coronavirus son uno de los principales gru-
pos de virus que afectan la salud publica mundial.
Cuatro coronavirus son conocidos por ser agentes
etiologicos de resfriados comunes y enfermedad res-
piratoria leve. Estos son los coronavirus HKU1, NL63,
229E y OC43. En las tltimas dos décadas ha habido
dos eventos relacionados a beta coronavirus de origen
animal que han causado enfermedades severas en se-
res humanos. La primera ocurrié en 2002-2003 donde
un nuevo coronavirus proveniente de los murciélagos
caus6 un brote de neumonia denominado sindrome
respiratorio agudo grave (SARS, por sus siglas en in-
glés) infectando a 8,422 personas en China y Hong
Kong, causando 916 muertes antes de ser contenido.
Una década después en el 2012, otro nuevo coronavirus
identificado como MERS-CoV produjo el sindrome
respiratorio agudo de Oriente Medio (MERS, por sus
siglas en inglés) afectando a 2,494 personas y matando
a 858 (Singhal, 2020).

En diciembre de 2019 una neumonia de origen
desconocido fue descubierta en la ciudad de Wuhan,
provincia de Hubei al occidente de China. Inicialmente
fue identificado como un brote asociado a un mercado
de mariscos donde también se vendian otros tipos de
animales exoticos. Posteriormente se identifico a través
de cultivos virales y analisis molecular que el agente
causante de la neumonia era un nuevo coronavirus, el
cual fue denominado originalmente como 2019-nCov.
El Comité Internacional de Taxonomia de Virus lo re-
nombrd como SARS-CoV-2 y la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) llamo6 COVID-19 a la enfermedad
que causa. Este coronavirus es el séptimo miembro de
la familia Coronaviridae que infecta a seres humanos
(Sun et al., 2020).

Esta revision tiene como objetivo resumir los
aspectos generales de la pandemia del COVID-19, su
agente causal el SARS-CoV-2 y las herramientas de
laboratorio clinico disponibles para su diagnostico,
monitoreo y control. Para ello se revisaron las bases
de datos PubMed y Google Scholar, detectandose 51
articulos que fueron analizados y cuyos principales
hallazgos fueron incluidos en esta revision.
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En marzo de 2020 la OMS declara el COVID-19
como una pandemia. Para la tercera semana de julio
de 2020, segtn el Centro de Recursos para el Coro-
navirus de la Universidad Johns Hopkins y el Tablero
COVID-19 del Centro para las Ciencias en Sistemas
e Ingenieria de la misma universidad, habia alrededor
del mundo cerca de 14,457,916 de casos confirmados
de COVID-19 y 605,205 muertes en el mundo debido
a esta enfermedad (Tablero COVID-19; Universidad
John Hopkins, 2020). Para el mismo periodo de tiempo,
en Guatemala se reportaron 38,677 casos confirmados
por laboratorio y 1,485 casos fallecidos para una tasa
de mortalidad local de 8.4 fallecidos por cada 100,000
habitantes (Ministerio de Salud Publica y Asistencia
Social, 2020; segtin tablero COVID-19).

Cuando una nueva enfermedad infecciosa emer-
ge, es sumamente importante contar con una adecuada
definicion de caso para realizar el diagnoéstico clinico
y para llevar a cabo la vigilancia epidemioldgica en
el sistema de salud publica. El rastreo de casos en el
tiempo es importante para establecer la velocidad de
la diseminacion de la enfermedad y la efectividad de
las intervenciones (Tsang et al., 2020). El laboratorio
clinico juega un rol importante en la epidemiologia del
COVID-19 puesto que en la actualidad la definicion
de caso por lo general incluye pruebas diagnosticas
realizadas en el laboratorio tanto para el diagnostico
clinico como para el rastreo de los casos (Tabla 1).

Patogénesis

Los coronavirus forman el grupo mas grande de
virus ARN. Estan formados por una cadena tinica de
ARN monocatenario de polaridad positiva. Causan en-
fermedades respiratorias, gastrointestinales y neurold-
gicas en humanos y animales. Los mas comunes son
HCoV-229E, HCoV-OC43, HCoV-NL63, HCoV-HKU1,
que generalmente originan los resfriados comunes en
pacientes inmunocompetentes (Guo et al., 2020). El
SARS-CoV-2 es un f§ coronavirus responsable de la
enfermedad de COVID-19.

El genoma de SARS-CoV-2 consta de un estima-
do de 30,000 pares de bases. Esta constituido por dos
marcos de lectura abierta (open reading frame -ORF-)
ORF lay ORF Ib. Cuenta con 16 proteinas no estruc-
turales (nsp), que estan implicadas en la replicacion y
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Tabla 1

Clasificacion de casos de COVID-19 en Corea del Sur, Estados Unidos y Guatemala

Prueba Corea del Sur (KCDC) Estados Unidos (CDC) Guatemala (EPI-MSPAS)
diagnostica
Acidos nucleicos (RT-PCR) Acidos nucleicos o antigeno Acidos nucleicos o antigeno
Definicion  Caso sosprechoso Alta prioridad Caso confirmado por
de caso Caso con sintomas clinicos de  Pacientes hospitalizados con laboratorio
COVID-19 (sintomas ma- sintomas Persona con confirmacion de
yores: iiel_)re, tos,1 dtl"ﬁ’cultgdl Trabajadores de la salud, lsazc}){rgt%rlc\)/ dze 1_mz:cc10ré _poi
resplra1 orlz, cl:scazl 0 I‘l(];s, olor 4 bajadores de lugares cerrados ) -d 01 -2, in epen'u:n e-
mgsmiiar, o ort eca de;(zia,d (prisiones, albergues, etc.) y n;’en_ e de los signos y sintomas
arcor de garganta, perdida ce trabajadores de emergencias con ~ ©'M¢OS:
olfato o gusto, neumonia, etc.) p
, sintomas.
dentro de los 14 dias luego de ) Caso sospechoso
estar en contacto cercano con  Residentes de lugares cerrados p < feccid .
un caso confirmado. (prisiones, albergues, etc.) con crsona con mieccion respira-
sintomas. toria aguda de cualquier nivel
Paciente baio i tioacis de gravedad que incluya fiebre
aciente bajo investigacion o (>38°C) y al menos uno de los
Prioridad LT ,
Caso sospechoso de tener siguientes sintomas: tos, dolor
sintomas de COVID-19 P ersonas con sintomas de po- de garganta, dificultad
basado en la opinion médica tencial COVID-19, incluyendo:  respiratoria.
i i i fiebre, tos, dificultad respirato- . ., .
(ej.: neumonia de origen - . P Persona con infeccion respira-
desconocido). ria, escalofrios, dolor muscular, .
<rdida del olfato o eusto toria aguda moderada o grave
Casos con historia de viaje perdida C< BUSto, y que requiere hospitalizacion
. ) vomito, diarrea y dolor de )
reciente fuera del pais que garganta
tengan sintomas de COVID-19 B Estrategia de muestreo de casos
dentro de los 14 dias luego de qusqnas sin sintomas que sean sospechosos
haber vuelto. priorizados por los servicios de o )
salud, por cualquier razén, pero ~ Grupos priorizados: pacientes
no limitado a: monitoreo de con factores de riesgo (diabe-
salud publica, vigilancia centi- tes, enfermedad cardlovasf:ular,
nela o monitoreo de individuos ~ Pulmonar o renal, alteracion
asintomaticos de acuerdo con del sistema inmune), pacientes
los planes estatales o locales. mayores de 60 afios, mujeres
embarazadas, recién nacidos,
nifios menores de 5 afios con
desnutricion aguda o cronica,
trabajadores de salud, resi-
dentes en lugares cerrados
(albergues, carceles, cuarteles,
hogares de ancianos, etc.)
Grupos no priorizados: todos
aquellos casos sospechosos que
no forman parte de los grupos
priorizados.
Referencia  Centro de Control y Centros para el Control y la Departamento de

Prevencion de Enfermedades
de Corea del Sur. 2020.

Prevencion de Enfermedades.
2020c.

Epidemiologia, Ministerio de
Salud Publica y Asistencia
Social, Guatemala. 2020c.

Nota. CDC: KDCA: Centro para el Control y la Prevencion de Enfermedades de Corea del Sur. EPI-MSPAS:
Departamento de Epidemiologia, Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social.
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transcripcion viral. También contiene cuatro proteinas
estructurales principales: S (spike), M (membrana), E
(envoltura) y N (nucleocapside) (Figura 1) (Guo et al.,
2020; Wiersinga et al., 2020). El inicio de la infeccion
se da cuando la proteina S del virus se une a las células
blanco a través del receptor de la enzima convertidora
de angiotensina 2 (ACE2). Este receptor se encuentra
expresado en el tracto respiratorio, corazon, rifidn,
estomago, vejiga, esofago e intestino. En la fase tem-
prana de la infeccion, el SARS-CoV-2 ingresa a células
tales como las epiteliales nasales y aunque el virus
tiene tropismo por el tracto respiratorio superior, pos-
teriormente a la replicacion viral la infeccion avanza
al tracto respiratorio inferior (Wiersinga et al., 2020).

La infeccion por SARS-CoV-2 puede ser asinto-
matica o presentarse con una amplia gama de sintomas
que van desde muy leves, hasta muy graves. Dentro de
los mas comunes se encuentran fiebre, tos seca, fatiga,
mialgia, produccién de esputo, dificultad para respirar,
dolor de garganta y dolor de cabeza. Adicionalmente,
pueden presentarse manifestaciones gastrointestinales
como diarrea y vomitos. Algunos pacientes al final
de la primera semana de sintomas pueden progresar
a neumonia, falla respiratoria y muerte (Huan et al.,
2020; Wiersinga et al., 2020).

Varias condiciones de salud agravan el curso de
la infeccion. Pacientes con condiciones previas como
diabetes, hipertension arterial o enfermedad cardiovas-
cular, obesidad o algun inmunocompromiso, pueden
presentar complicaciones graves. Dentro de estas ulti-
mas se pueden mencionar: sindrome de distrés respira-
torio, arritmias, shock, dafio renal, dafio cardiaco agudo,
disfuncion hepatica, infeccion secundaria y en el peor de
los casos, muerte (Guo et al., 2020). La infeccion tiende a
progresar rapidamente en personas mayores de 65 afios,
lo que los hace poblacion en riesgo.

La inmunidad para la resolucion de las infec-
ciones por coronavirus es vital, lo cual también puede
conducir a una respuesta inmune fuera de control y
contribuir al mal prondstico del paciente. Al igual que
en otras enfermedades respiratorias como la influenza,
cuando el virus infecta a los linfocitos T puede ocurrir
una profunda linfopenia. La respuesta inflamatoria vi-
ral tanto innata como adaptativa, compromete la lin-
fopoyesis y aumenta la apoptosis de los linfocitos (Li
et al., 2020; Wiersinga et al., 2020). Adicionalmente a
las células epiteliales, el virus infecta las células endo-
teliales pulmonares capilares, acentuando la respues-
ta inflamatoria y activando la llegada de monocitos y
neutrofilos. Se presenta un infiltrado de mononucleares
intersticiales inflamatorios y se desarrolla edema. La
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progresion es asociada con el aumento de las cito-
quinas inflamatorias incluyendo IL1, IL2, IL6, IL7,
IL10, GCSF, 1P10, MCP1, MCP1A y TNFa (Guo et
al., 2020; Huang et al., 2020; Manglamurti & Hunter,
2020; Wiersinga et al., 2020).

En COVID-19 severo hay una activacion fulmi-
nante de la coagulacion y puede presentarse un con-
sumo de sus factores. Los tejidos pulmonares infla-
mados y las células pulmonares endoteliales pueden
presentar formacion del microtrombos y contribuir a
la alta incidencia de complicaciones tromboticas como
la trombosis venosa profunda, embolismo pulmonar y
complicaciones trombodticas arteriales. En pacientes
infectados el desarrollo de la sepsis viral acompanada
por una disfuncioén organica es causada por una res-
puesta inmune, irregular, tanto innata como adquiri-
da, lo cual puede contribuir a la falla multisistémica
(Wiersinga et al., 2020).

El tiempo estimado desde el aparecimiento de
sintomas hasta la disnea ha sido de 5 dias, a la hospi-
talizacion 7 dias y el sindrome de distrés respiratorio
8 dias. Las complicaciones observadas han incluido
dafio agudo pulmonar, sindrome de distrés respiratorio,
shock y falla renal aguda. La recuperacion empieza a
partir de la segunda y tercera semana posterior al apa-
recimiento de sintomas (Huang et al., 2020; Wiersinga
et al., 2020).

Modo de Transmision

El SARS-CoV-2 es altamente contagioso y trans-
misible. La infeccion por coronavirus es contraida por
entrar en contacto con pequefias particulas o goticulas
de saliva de pacientes sintomaticos. Esto puede ser a
través de via aérea o por contaminacion de superficies,
a las cuales la persona tiene acceso y al tocarlas, lleva
el virus a su propio organismo. Las goticulas también
pueden provenir de portadores asintomaticos antes del
establecimiento de sintomas. Algunos estudios han de-
mostrado altos titulos de carga viral en la cavidad nasal
comparado con la garganta, sin diferencias entre pacien-
tes sintomaticos y asintomaticos (Huang et al., 2020).

La transmision presintomatica ha sido descrita
en varios estudios. El paciente presintomatico puede
ser infectivo, de 1 a 3 dias antes del aparecimiento de
sintomas. La transmision presintomatica ha sido de las
mayores causales de la propagacion del virus (Gao et
al., 2020; Long et al., 2020). La cantidad de infecciones
asintomaticas ha sido escrita desde el 40-45%, pero atin
no se sabe si estos pacientes representan a verdaderos
asintomaticos, es decir individuos que nunca van a de-
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Figura 1. Coronavirus en mucosa respiratoria. Nota. De “Integrative illustration for coronavirus outreach” por D. S.
Goodsell, M. Voigt, C. Zardecki, & S. K. Burleyet, 2020, PLoS Biology, 18(8), p. 3 (https://doi.org/10.1371/journal.
pbio.3000815.g001). Las proteinas de membrana y proteinas unidas a membrana se observan en magenta. El genoma
viral y proteinas asociadas se observan en morado. Las proteinas virales se identifican como M: proteina de membra-
na, E: proteina de envoltura, N: proteina de nucleocapside y S: proteina Spike.

sarrollar sintomas, si son pacientes con sintomas muy
leves o simplemente son asintomaticos al momento
de la transmision del virus, pero posteriormente de-
sarrollan sintomas (Long et al., 2020; Oran & Topol,
2020; Wiersinga et al., 2020). Los pacientes pueden
ser infecciosos mientras presenten sintomas e incluso
cuando se estén recuperando. Algunas personas han
sido catalogadas como super propagadoras del virus

Ciencia, Tecnologia y Salud, 7(3) 2020, 461-476

ya que pueden transmitir la enfermedad sin presentar
sintomatologia (Gao et al., 2020). La transmision de
humano a humano puede ocurrir principalmente entre
miembros de la misma familia, incluyendo familiares
0 amigos que mantienen contacto frecuente con pa-
cientes con sintomas o con portadores asintomaticos.

El virus logra mantenerse viable en superficies
durante dias si las condiciones atmosféricas son favo-
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rables, pero puede ser destruido en menos de un mi-
nuto por los desinfectantes comunes como hipoclorito
de sodio, peroxido de hidrogeno, etc. La infeccion es
adquirida ya sea por la inhalacion de estas goticulas
o tocando las superficies contaminadas y posterior-
mente la nariz, boca y ojos. El virus también puede
encontrarse en heces y agua contaminada ademas de
que puede ser transmitido por aerosoles. El periodo de
incubacion varia desde 2 hasta 14 dias siendo la media
de 5 dias (Huang et al., 2020; Wiersinga et al., 2020).

Diagnostico

El diagnostico diferencial incluye todo tipo de
infeccion respiratoria viral como influenza, parain-
fluenza, virus sincitial respiratorio (RSV, por sus si-
glas en inglés), adenovirus, metapneumovirus huma-
no, coronavirus no COVID-19 y organismos atipicos
como micoplasma y clamidia, ademas de infecciones
bacterianas. Si no es posible diferenciar COVID-19 de
estas infecciones por medio de la clinica o a través de
pruebas de laboratorio, la historia de viajes recientes
toma una gran relevancia (Wiersinga et al., 2020). Las
pruebas deben hacerse a muestras respiratorias inme-
diatamente al presentarse la sospecha de infeccion.

El diagndstico de COVID-19 se hace generalmen-
te a través de reaccion en cadena de la polimerasa con
transcriptasa reversa (RT-PCR) realizada en muestras
respiratorias nasofaringeas u orofaringeas. La sensibi-
lidad de las pruebas varia dependiendo del tiempo de
exposicion del paciente. Aspectos como sensibilidad y
especificidad deben considerarse al momento de elegir
la prueba que se utilizara para el diagnostico. Algunos
factores que contribuyen a la obtencion de resultados
falsos negativos son la técnica de coleccion de mues-
tras, tiempo de exposicion al virus y la fuente de la
muestra, pues aquellas obtenidas del tracto respiratorio
inferior son mas sensibles que las del tracto respiratorio
superior (Wiersinga et al., 2020). SARS-CoV-2 puede
ser detectado en heces, pero no en orina. La saliva
puede ser una muestra alternativa que requiera menos
equipo de proteccion personal y de toma de muestra,
pero se requiere muchos mas estudios de validacion de
las pruebas que la utilizan (Guo et al., 2020; Sapkota
et al., 2020; Wiersinga et al., 2020).

Muchas pruebas serologicas pueden servir para
apoyar el diagndstico y medir la respuesta inmunolo-
gica el virus. Sin embargo, la presencia de anticuerpos
no necesariamente indica inmunidad, pues no todos
los anticuerpos producidos en respuesta a la infeccion
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son neutralizantes (Zhou & Zhao, 2020). Atn se des-
conoce si existe reinfeccion por coronavirus, pues la
presencia de anticuerpos cambia la susceptibilidad a la
infeccion, pero aun no se sabe por cuanto tiempo con-
fiere inmunidad protectora. Los anticuerpos IgM son
detectables en los primeros 5 dias de la infeccion man-
teniéndose niveles detectables durante 2-3 semanas de
la enfermedad, la respuesta IgG se empieza a detectar
aproximadamente 14 dias después del aparecimiento
de sintomas. Los titulos altos de anticuerpos pueden
observarse en formas mas agresivas de la enfermedad.
Existen muchas pruebas serologicas disponibles e in-
munoensayos automatizados, pero con sensibilidad y
especificidad variable, por lo que deben continuarse los
estudios de validacion y verificacion antes de concluir
sobre la utilidad de alguna en particular (Guo et al.,
2020; Wiersinga et al., 2020).

Pruebas de laboratorio para detectar
la infeccion por SARS-CoV-2 y monitoreo
de pacientes

Pruebas moleculares para la deteccion
de SARS-CoV-2

Las pruebas que se utilizan para el diagnostico
inicial de COVID-19, son las pruebas de amplificacion
de acidos nucleicos (NAAT, por sus siglas en inglés)
(Caliendo & Hanson, 2020; Tang et al., 2020), siendo la
RT-PCR, considerada por algunos autores el estandar
de oro para la deteccion del ARN del virus (Younes
et al., 2020).

De acuerdo con la Guia de Diagnostico de
COVID-19 de la Sociedad de Enfermedades Infeccio-
sas de Estados Unidos (IDSA, por sus siglas en inglés),
los NAAT han jugado un papel critico en la respuesta
global a la pandemia del COVID-19, ya que son nece-
sarias para la toma de decisiones sobre el manejo de
los pacientes, los programas de prevencion y control
de infecciones en servicios sanitarios y las respuestas
de salud publica (Hanson et al., 2020).

Estas pruebas utilizan como muestras especi-
menes del tracto respiratorio superior siendo estos,
hisopado nasofaringeo, hisopado nasal o hisopado
orofaringeo, recolectados todos estos por un profesio-
nal de salud. Asi mismo, en pacientes con enfermedad
del tracto respiratorio inferior, muestras como esputo,
aspirado traqueal o broncoalveolar pueden utilizarse
para las pruebas NAAT y pueden recolectarse durante
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el momento de la intubacion. Para todas las pruebas
NAAT que utilicen estos ultimos especimenes, los la-
boratorios deben realizar la evaluacion de desempefio
o verificacion previo a su implementacion, debido a que
la mayoria de NAAT cuentan tinicamente con autoriza-
cion por emergencia (Alhazzani et al., 2020; Caliendo
& Hanson, 2020).

Dentro de las pruebas moleculares disponibles
en el mercado nacional que cuentan con aprobacion
por uso de emergencia, la mayoria se basan en dos
metodologias principales, RT-PCR y la amplificacion
isotérmica mediada por bucles (LAMP por sus siglas
en inglés) (Younes et al., 2020; MSPAS, 2020a).

La secuenciacion de genoma completo (WGS,
por sus siglas en inglés) puede apoyar estudios de
epidemiologia molecular, el cultivo viral no es re-
comendado como un procedimiento de diagndstico
(Konukoglu, 2020).

Utilidad de las pruebas moleculares. De acuer-
do con la guia UpToDate un resultado positivo en una
prueba NAAT confirma el diagnostico de la COVID-19
y no es necesario realizar pruebas adicionales. Sin em-
bargo, dependiendo de los protocolos, puede que sean
necesarias pruebas NAAT adicionales para el moni-
toreo de pacientes hospitalizados. Respecto al segui-
miento de pacientes como criterio para recuperacion
no son recomendables, ya que existe evidencia que pa-
cientes recuperados pueden tener ARN detectable en
especimenes respiratorios luego del establecimiento de
sintomas sin que esto signifique que contintien siendo
infecciosos (Caliendo & Hanson, 2020).

La Guia de Diagnoéstico de COVID-19 de la IDSA
recomienda evaluar con NAAT a todos los pacientes
sintomaticos, sin embargo, en caso de desabastecimiento
tanto de reactivos como de insumos para la toma de
muestra y escasez de EPP, puede existir necesidad de
priorizar las pruebas y dirigirlas a grupos de alto riesgo,
estrategia que ha adoptado el Centro Nacional de Epi-
demiologia del MSPAS (Hanson et al., 2020, MSPAS,
2020c).

RT-PCR. Es una prueba molecular de amplifi-
cacion de acidos nucleicos utilizada para la obtencion
de multiples copias de una secuencia de ADN antes a
su deteccion. Dado que el SARS-CoV-2 es un virus de
ARN, este debe sufrir una retrotranscripcion previo a
su replicacion mediante PCR, sintetizando ADN copia
(cADN). Teéricamente, esto sera posible unicamente si
el ARN del virus SARS-CoV-2 se encuentra presente
(Corman et al., 2020). La RT-PCR puede ser interpre-
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tada de forma semicuantitativa correlacionando la ve-
locidad con que se emite la sefial de la amplificacion
con la cantidad y calidad del material genético inicial
(Green et al., 2020).

Para la realizacion de una rRT-PCR es necesario
realizar una extraccion de acidos nucleicos, retrotrans-
cripcion y amplificacion utilizando un set de primers
y sondas (probes), demas insumos para la reaccion
(ADN polimerasa, transcriptasa reversa, dNTPs, so-
lucion amortiguadora) y un termociclador en tiempo
real, equipo que permite, adicionalmente, su detec-
cién mediante la emision de una sefial de fluorescencia.
El tiempo aproximado para el procesamiento de una
muestra por RT-PCR es de 4 a 6 h (Corman et al.,
2020).

El genoma del SARS-CoV-2 consiste en 29,811
pares de bases y 15 genes, de estos las dianas mole-
culares para los ensayos de amplificacion incluyen el
gen E, N, RdRp (ARN dependiente ARN polimerasa)
incluido dentro del gen S (spike) u otras dianas dentro
de la region ORFab (del inglés open reading frame) que
codifica tanto para la polimerasa como para la helicasa.
Por lo general, los ensayos de amplificacion utilizan
dos o tres de estas dianas, algunos protocolos utili-
zando una como tamizaje y la segunda o tercera como
confirmacion. En Figura 2 y Tabla 2 se encuentra un
resumen de los protocolos desarrollados por los labora-
torios de referencia de la OMS, las dianas moleculares
que detectan y la interpretacion de sus resultados (Lim
& Lee, 2020).

En general las pruebas rRT-PCR tienen una alta
sensibilidad analitica con un limite de deteccion que
varia de 100 a 1,000 copias y una muy elevada especi-
ficidad. Sin embargo, numerosos estudios han demos-
trado que una o mas pruebas negativas de RT-PCR no
descartan la infeccion por el SARS-CoV-2 (Konukoglu
et al., 2020).

A pesar de su alta sensibilidad analitica, la sen-
sibilidad clinica de este ensayo suele ser inferior por
varios factores como errores durante las fases preana-
litica y analitica. Entre estos cabe mencionar los pro-
ducidos por sobrecarga de trabajo, inadecuada toma
de muestra, transporte o almacenamiento, recoleccion
del espécimen inadecuado, errores de pipeteo o conta-
minacion cruzada, toma de muestra posterior a terapia
antirretroviral, ventana de diagnostico y mutaciones en
los sitios de las dianas moleculares del ensayo analitico
(Lippi et al., 2020).

Es importante mencionar como limitaciones adi-
cionales del método, que el qRT-PCR muchas veces es
caro, requiere personal altamente entrenado y especia-
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Figura 2. Genoma del SARS-CoV-2 y dianas moleculares de diferentes protocolos desarrollados por laboratorios
de referencia de la OMS. Nota. Adaptado de “Molecular and antibody point-of-care tests to support the screening,
diagnosis and monitoring of COVID-19” K. Green, S. Graziadio, P. Turner, T. Fanshawe, & J. Allen, J., 2020

Tabla 2

Dianas moleculares detectadas por diferentes protocolos desarrollados por laboratorios de referencia de la OMS

Ensayo (Pais) Dianas moleculares Criterios diagnosticos Referencia
(Alemania) RdRp Amplificacion de gen E tamizaje; Coreman et al., 2020
amplificacion de gen RdRp
E confirmacion para SARS-CoV-2.
N
HKU (Hong Kong) ORF1b-nspl4 Amplificacion de gen N tamizaje; LKS Faculty of
amplificacion de gen ORF1b-nspl4 Medicine School of
N confirmacion para SARS-CoV-2 Public Health. 2020.

China CDC (China) N

EEUU CDC
(Estados Unidos)

Instituto Pasteur,
Paris (Francia)

ORFlab-nsp10
N1

N2

N3

RdRp IP2 (Flo2)

RdRp IP4 (Flo4)

Amplificacion de gen N tamizaje;
amplificacion de gen ORF1b-nspl0
confirmacion para SARS-CoV-2

Amplificaciéon de N1 y N2
confirmacion para SARS-CoV-2

National Health
Commission of China,
2020

Centro para el Control y
Prevencion de Enferme-
dades, 2020d.

Amplificacion de RARpIP2 y RARpIP4  Etievant et al., 2020

confirmacion para SARS-CoV-2
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lizado requiriendo de equipo sofisticado para la am-
plificacion y deteccion del genoma viral. Esto implica
que la técnica no esta disefiada para aplicaciones a gran
escala en areas con recursos limitados, lo cual impacta
de forma negativa el establecimiento de programas de
control de infecciones (Hanson et al., 2020).

RT-LAMP. Esta metodologia tiene como ventaja
que puede realizarse con o sin el uso de un termoci-
clador y es util para el diagnostico de enfermedades
infecciosas en servicios de salud que tengan limitacion
de recursos. El fundamento de la técnica consiste en
el uso de una ADN polimerasa con elevada actividad
de desplazamiento de la hebra que también posee ac-
tividad de transcriptasa reversa. Esto permite que la
amplificacion de ARN viral se realice en un solo paso
a temperatura constante (Kitagawa et al., 2020).

Los RT-LAMP tiene como ventaja adicional que
produce resultados rapidos (entre 30 y 60 min). Adi-
cionalmente, a diferencia del rRT-PCR, los productos
de amplificacion generados por el RT-LAMP pueden
detectarse por turbidimetria, colorimetria o fluorescen-
cia (Kitagawa et al., 2020). Varios estudios han demos-
trado que esta técnica tiene un limite de deteccion de
100 copias/reaccion, haciéndola una técnica altamente
sensible y valiosa para el diagnostico comparable en
desempeiio con el rRT-PCR (Park et al., 2020; Yan et
al., 2020).

Considerando sus ventajas de amplificacion ra-
pida, operacion simple, bajo costo, alta sensibilidad y
especificidad, la metodologia RT-LAMP tiene aplica-
ciones no solamente para diagndstico clinico, sino que
también para la vigilancia de enfermedades infecciosas
en paises en vias de desarrollo (Kashir & Yaquniddin,
2020).

Pruebas de punto de atenciéon (POCT). Son
técnicas disefiadas para su aplicacion donde se requiera
el procesamiento de una gran cantidad de muestras en
un tiempo corto (aproximadamente 1 hora) y que no
cuenten con equipo especializado para la realizacion
de pruebas moleculares o bien, con personal capaci-
tado en dichos analisis. Son especialmente utiles para
el tamizaje de pacientes en servicios de emergencia
(Perera, 2020).

NAAT tipo POCT. Por ser comunes en el pais,
dentro de este tipo de pruebas cabe mencionar los sis-
temas cerrados de analisis molecular. Son sistemas que
integran la extraccion de ARN viral, su amplificacion
y deteccion dentro de un cartucho. La sencillez del
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proceso no requiere un entrenamiento intensivo del
personal ni de equipos adicionales al utilizado para su
amplificacion y deteccion. Adicionalmente, utilizando
el equipo de proteccion adecuado, la literatura refiere
que pueden ser procesadas, aunque no se cuente con
una cabina de bioseguridad clase II. Una de las prin-
cipales desventajas de este tipo de analisis es asegurar
su abastecimiento debido a la alta demanda provocada
por la pandemia (Perera, 2020).

Pruebas de diagnéstico rapido para detecciéon
de antigenos (PDR). Las pruebas de antigenos son
inmunoensayos que detectan la presencia de proteinas
virales y han sido utilizadas para detectar infeccion
activa en el caso de otros patogenos respiratorios como
Influenza y (Centro para el Control y Prevencion de
Enfermedades [CDC], 2020b).

En el caso del virus SARS-CoV-2, PDR han sido
disefiadas para detectar proteinas virales que son pro-
ducidas por el virus en replicacion en muestras respi-
ratorias en puntos de atencion al paciente. La mayoria
de este tipo de pruebas utiliza un ensayo tipo sandwich
que ocurre en una matriz de nitrocelulosa que contiene
anticuerpos contra el complejo antigeno-conjugado en
una region en especifica conocida como linea prueba
y una region con anticuerpos anti-conjugado cono-
cida como linea control (World Health Organization
[WHO], 2020).

Estas pruebas tienen las ventajas de poder rea-
lizarse de forma sencilla, en laboratorios o servicios
sanitarios de baja complejidad y dan un resultado rapido
(10 a 30 min). Estas caracteristicas permiten mejorar el
acceso a pruebas y disminuyen el tiempo de respuesta,
pudiendo utilizarse como una estrategia para la des-
centralizacion de pruebas en pacientes sintomaticos
(Centro Nacional de Epidemiologia, 2020; WHO, 2020).
Sin embargo, de forma general, el desempefio analitico
de estas pruebas es inferior al de pruebas de biologia
molecular, principalmente su sensibilidad, por lo que la
interpretacion de sus resultados y desarrollo de guias
para diagnostico es esencial para garantizar su uso ade-
cuado (Centro Nacional de Epidemiologia, 2020).

De acuerdo con el desempefio analitico y clinico
(elevada especificidad) que las pruebas de antigeno han
demostrado en poblacion definida como caso sospe-
choso, se puede diagnosticar una infeccion activa por
COVID-19 con un resultado positivo en este tipo de
pruebas (CDC, 2020b; Centro Nacional de Epidemio-
logia, 2020; WHO, 2020). De acuerdo con la OMS, uti-
lizarlas e interpretarlas adecuadamente pueden apoyar
sustancialmente al manejo de la crisis sanitaria en el
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manejo de pacientes y en la toma de decisiones y vigi-
lancia desde un punto de salud publica (WHO, 2020).

Dado que el desempefio analitico de las PDR para
COVID-19 puede variar entre marcas de pruebas, las
recomendaciones de la OMS indican que deben tener
como minimo una sensibilidad analitica mayor al 80%
y una especificidad de mas del 97% (WHO, 2020).

En Guatemala, las PDR para COVID-19 se in-
trodujeron tempranamente en la pandemia, dentro de
un algoritmo que las utiliza en pacientes sintomaticos
(casos sospechosos). Un resultado positivo confirma la
infeccion y dada su sensibilidad analitica, un resultado
negativo no la descarta, por lo que debe ser confirmado
por una prueba NAAT. Dicho algoritmo ahora es su-
gerido por la OMS para paises en los que la capacidad
para realizar NAAT es reducida (Centro Nacional de
Epidemiologia, 2020; WHO, 2020).

Pruebas serologicas para la deteccion
de infeccion por SARS-CoV-2

Aunque la RT-PCR es una prueba muy sensible
también tiene sus limitaciones, esta no puede respon-
der a un brote a largo plazo, dado que estas pruebas
detectan la presencia del agente infeccioso y no pueden
proporcionar un resultado de diagnoéstico para alguien
que haya sido infectado previamente y que se haya
recuperado de la infeccion. Esto hace que una prueba
serologica bien fundamentada sea una necesidad como
prueba complementaria o de apoyo a la molecular. El
uso principal de las pruebas de anticuerpos es ayudar
a comprender las respuestas inmunes al SARS-CoV-2
de forma cualitativa o cuantitativa ¢ identificar a las
personas infectadas en comparacion con las que no.

Los datos de las pruebas seroldogicas son
esenciales para conocer la epidemiologia del virus
(Loeffelholz & Tang et al., 2020) y para determinar el
estado inmune de la poblacion y de los trabajadores de
salud. Aquellos que han desarrollado los anticuerpos
pueden desplegarse nuevamente al trabajo de primera
linea con menos riesgo de enfermedad, pero estas prue-
bas no deben de ser concluyentes para guiar el uso del
equipo de proteccion personal (EPP) o el cumplimiento
de las practicas de distanciamiento social. También se
necesitan ensayos seroldgicos para realizar estudios
epidemiologicos y evaluar el grado de propagacion del
virus en comunidades y determinar la tasa de morta-
lidad por infeccion. Los ensayos seroldgicos pueden
identificar a las personas como posibles donantes de
plasma con anticuerpos para tratar personas enfermas
y ademas, se pueden utilizar para seleccionar pacien-
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tes con ensayos clinicos para vacunas o desarrollo de
terapia (CDC, 2020a).

Las pruebas serologicas detectan la infeccion en
etapa tardia o pasada por el virus del SARS-CoV-2,
midiendo la respuesta inmune humoral del huésped al
virus. La primera linea de defensa durante las infeccio-
nes virales es la inmunoglobulina M (IgM) antes de la
generacion de inmunoglobulina G (IgG) como respuesta
adaptativa, siendo la segunda importante para la inmu-
nidad a largo plazo (European Commission, 2020). Se
ha encontrado que los pacientes COVID-19 producen
anticuerpos en un patréon similar. La Figura 3 muestra
la cinética de las inmunoglobulinas durante la infeccion
por COVID-19 y las fases de la enfermedad. El conoci-
miento de estas es muy importante para determinar la
evolucion de la enfermedad y utilizar las pruebas sero-
logicas como apoyo en un tiempo adecuado.

Es muy importante que la metodologia a utilizar
para la deteccion de anticuerpos, como prueba para
apoyo al diagndstico, pueda diferenciar entre IgM e
IgG ya que proporciona un continuo de datos desde la
infeccion hasta la recuperacion.

La presencia de IgM se produce entre los 7-10
dias del inicio de los sintomas y suele disminuir a partir
de los 20 dias, hasta desaparecer. La IgG se positiviza
a partir de los 14-20 dias y suele mantenerse durante
un tiempo prolongado (Diaz-Castrillon et al., 2020).
Por lo tanto, el diagnoéstico de infeccion de COVID-19
basado en pruebas serologicas en la mayoria de los
casos solo sera posible en la fase de recuperacion o
convalecencia, cuando muchas de las oportunidades de
intervencion clinica o interrupcion de la transmision
de la enfermedad ya han pasado.

Para mejorar la eficacia del diagnostico se deben
utilizar las pruebas serologicas, pero estas pruebas no
deben utilizarse como tnica herramienta para el diag-
noéstico, debido a que hay un retraso temporal entre la
exposicion al virus y el desarrollo de anticuerpos por
parte del sistema inmunitario y los anticuerpos persis-
tiran mucho después de que el cuerpo haya eliminado
una infeccion (Jacofsky et al., 2020). La deteccion de
anticuerpos en combinacién con RT-PCR amplia la
ventana de deteccion de la infeccion por SARS-CoV-2
minimizando los resultados falsos positivos y falsos
negativos. Para su aplicacion es importante conocer
e interpretar correctamente la combinacion de estas
pruebas. En la Tabla 3 se presenta la interpretacion
general de Infeccion Viral/Anticuerpo.

Para la seleccion de pruebas de anticuerpos es
necesario recordar que el coronavirus tiene cuatro
proteinas estructurales principales: N, S, M y E. La
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Figura 3. Cinética de las inmunoglobulinas durante la infeccion por SARS-CoV-2 y etapas de la enfermedad.

Nota. Adaptado de “Current performance of COVID-19 test methods and devices and proposed performance
criteria” por European Commission, 2020, p.)

Tabla 3

Interpretacion General de Infeccion Viral

Resultado de la prueba

Interpretacion General

ARN IgM IgG

+ - - Periodo inicial de la infeccion

+ + - Fase activa de la infeccion. Paciente ha desarrollado anticuerpos

- + - El paciente puede estar en etapa temprana de la infeccion. El resultado de ARN
puede ser falso negativo o IgM falso positivo

+ + + Fase activa de la infeccion. Respuesta inmune ha progresado

+ - + El paciente estd en etapa tardia de la Infeccién o ha desarrollado una infeccion
recurrente

- + + El paciente en etapa tardia de la infeccion o ARN falso negativo

- - + El paciente puede haberse recuperado o ha sido infectado en el pasado

Nota. + se refiere a resultado positivo, - se refiere a resultado negativo.
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proteina S consiste en las subunidades SI y S2. La
subunidad S1 de la cabeza globular contiene el domi-
nio de unidn al receptor (RBD, por sus siglas en inglés)
y facilita la union a las células huésped. La subunidad
S2 comprende el tallo de la proteina espiga y facilita
la fusion entre la envoltura viral y la membrana de
la célula. La proteina S es altamente inmunogénica
ya que se encuentra en la superficie del virus (Diaz-
Castrillon, 2020).

La proteina N juega un papel importante en la
transcripcion y replicacion del ARN viral. Esta se
expresa abundantemente durante las infecciones y
también tiene una alta actividad inmunogénica. Por
lo tanto, tanto la proteina N como la S podrian ser
objetivos potenciales para la deteccion basada en
anticuerpos de SARS-CoV (Meyer et al., 2014). Sin
embargo, la homologia de la proteina N entre SARS-
CoV-2 y SARS-CoV-1 es del 90%, en comparacion con
el proteina S (77%), ademas la proteina N presenta un
mayor porcentaje de identidad de aminoacidos entre
otros coronavirus endémicos (OC43, HKUI, 229E,
NL63) y MERS-CoV, en comparacion con la subuni-
dad S, lo que sugiere que las pruebas seroldgicas que
usan proteina N podrian presentar mayor porcentaje
de falsos positivos por reactividad cruzada entre los
coronavirus endémicos, pero podrian ser mas sensi-
bles. Sin embargo, los anticuerpos dirigidos contra la
proteina de unién a los receptores celulares (proteina
S) suelen ser mas especificos. Por esto, utilizar ensayos
que detecten anticuerpos IgG o IgM dirigidos contra
los dos antigenos combinados hace que las pruebas
serologicas tengan un mejor desempefio (Meyer et al.,
2014).

Antes de iniciar el uso de la prueba serologica
seleccionada, se debe asegurar que esta cuenta con
aprobaciones internacionales y posteriormente debe de
evaluarse su desempeilo en la poblacion en la que se
utilizara, esto con el fin de evitar inconvenientes deri-
vados de ensayos serologicos no validados que pueden
implicar riesgo de falsos negativos, si se realizan de
manera temprana, especialmente en enfermedades
leves; o bien riesgos de resultados falsos positivos,
particularmente con pruebas de IgM y reactividad cru-
zada con coronavirus del resfriado comun (por ejem-
plo, HKUI, NL63, OC43, 229E) (Infectious Diseases
Society of America, 2020).

Por lo tanto, al utilizar una prueba, debe de co-
rroborarse su sensibilidad o capacidad de detectar ca-
sos positivos verdaderos, su especificidad o capacidad
de detectar verdaderos casos negativos y su especifi-
cidad analitica o reactividad cruzada. Ademas si las
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pruebas serologicas tienen como objetivo la toma de
decisiones para regreso a la normalidad o para guiar las
acciones de las personas en torno a la salud y seguridad
del paciente, sera fundamental que tanto la sensibilidad
como la especificidad sean lo mas altas posible para
evitar resultados incorrectos (2020a).

Algunas de las pruebas serolégicas que cuen-
tan con aprobacion de la Administracion de Drogas
y Medicamentos (FDA) de emergencia, son: Abbott
Architect IgG, Abbott Alinity IgG, Prueba Rapida
Autobio Anti SARS-COV-2, Biorad Platelia SARS-
COV-2 anticuerpos totales, Diasorin LIAISON IgG,
entre otras. Cabe mencionar que estas son aprobacio-
nes de emergencia, lo que indica que estas pruebas
deben de seguir sometiéndose a estudios de perfec-
cionamiento para mejorar su desempeiio (U.S. Food
& Drug, 2020).

Pruebas complementarias para el diagnéstico
y monitoreo de pacientes con infeccion por
SARS-CoV-2

Existe evidencia cientifica sobre la utilidad de
ciertas pruebas de laboratorio para el seguimiento y
evaluacion del paciente con COVID 19. La interpreta-
cion de estas pruebas es fundamental para evaluar la
gravedad y progresion de la enfermedad, asi como para
seguimiento de la intervencion terapéutica.

Las caracteristicas de laboratorio mas comunes
informadas en pacientes con COVID-19, incluyen cam-
bios hematologicos como, incremento en la velocidad
de eritrosedimentacion, leucopenia y linfopenia en un
85% de los pacientes, acidosis lactica relacionada con
la hipoxia tisular (Hurtado Bredda & Rando, 2000),
aumento de creatinina y nitrégeno de urea, sobre todo
en los pacientes mas graves, aumento de la deshidro-
genasa lactica, marcador de dafio tisular; disminucion
de albumina, niveles elevados de aspartato aminotrans-
ferasa, alanina aminotransferasa y creatina quinasa
(Abbasi-Oshagui et al., 2020). Otro hallazgo de labora-
torio importante para el seguimiento de pacientes con
COVID-19 asociado con inflamacion es el incremento
en proteina C reactiva (PCR), la cual incrementa sig-
nificativamente en las fases iniciales de la infeccion,
especialmente en aquellos con cuadro grave para lo
cual, es importante destacar que la PCR se ha asociado
con el desarrollo de la enfermedad y es un predictor
temprano de COVID-19 grave (Ponti et al., 2020).

Entre los marcadores inmunologicos se puede
observar un incremento de interleucina-6 (IL-6) y
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ferritina sérica. Estos marcadores aumentan signi- tificacion de casos, su monitoreo y de esta manera
ficativamente en los pacientes que presentan mayor controlar brotes epidémicos.

gravedad. El aumento significativo de citocinas infla- Las primeras pruebas de laboratorio desarrolla-
matorias como IL-6, estd relacionado con la “tormenta  das para el diagnéstico de COVID-19 se basan en la
de citocinas”, lo que puede provocar mas dafio tisu-  deteccion molecular (RT-PCR) de genes especificos

lar. La IL-6 puede ser eficazmente bloqueada por el del SARS-CoV-2, sin embargo, para ser realizadas
Tocilizumab medicamento utilizado en los pacientes requieren de laboratorios de alta complejidad, equipo
graves (Zhang et al., 2020). Por otro lado, los niveles  especializado y personal entrenado lo que las hace

elevados de ferritina estan asociados al prondstico del dificil de implementar en paises en vias de desarrollo
paciente (Ponti et al., 2020). Ademas, se ha observado y con poco acceso tecnoldgico en salud.

una elevacion asociada a severidad y mortalidad de A pocos meses de la pandemia se desarrollaron
los marcadores cardiacos y del dimero D, marcador de las pruebas rapidas de deteccion de antigeno (proteinas
generacién de trombina y fibrinolisis en la activacion del virus) que permitieron que laboratorios de mediana
de la coagulacion, proceso observado en pacientes con o baja complejidad pudieran realizar el diagndstico de
COVID-19 (Ponti et al., 2020). Tanto el dimero D como  COVID-19 de manera rapida con el inconveniente de

los marcadores cardiacos son cruciales en la monitori- presentar baja sensibilidad, por lo que es necesario la
zacién de pacientes graves. En la Tabla 4 se resume el confirmacion de los resultados negativos por medio de
significado clinico de los valores anormales en para- una prueba de deteccion molecular. Desde el mes de
metros de laboratorio para pacientes COVID-19. junio el Ministerio de Salud Publica de Guatemala ha
incorporado a sus algoritmos diagnoésticos el uso de

Conclusiones pruebas rapidas de antigeno.

Las pruebas de deteccion de anticuerpos con-
La actual pandemia de COVID-19 es una seria tra el SARS-CoV-2 han mostrado tener poca utilidad
amenaza para la salud publica. Han existido avances para el diagnostico o monitoreo de la enfermedad. En
importantes respecto a la informacion que se cuenta Guatemala su uso ha sido autorizado por las guias
de la enfermedad y el patogeno que la causa, el SARS- epidemioldgicas exclusivamente para estudios de se-
CoV-2. Esto ha sido importante pues ha permitido a roprevalencia en la poblacion y su uso en bancos de
epidemiodlogos, clinicos y laboratoristas el desarrollar sangre que procesen plasma convaleciente de pacientes
algoritmos diagnosticos que permiten la rapida iden- recuperados de COVID-19.

Tabla 4.
Significado clinico de valores anormales de parametros de laboratorio en pacientes con Covid-19

Parametro Significado

Linfopenia Disminucion de la respuesta inmunologica frente al virus
Creatinina y nitrégeno de urea aumentados Dafio renal

Deshidrogenasa lactica aumentada Dafio pulmonar o hepatico diseminado

Albumina disminuida Deterioro funcion hepatica

Transaminasas aumentadas Dafio hepatico u organico

Proteina C reactiva aumentada Infeccion viral severa

Interleucina 6 Aumentada Dafio tisular por tormenta de citocinas

Dimero D aumentado Activacion de la coagulacion sanguinea o coagulopatia
Troponina aumentada Dafio cardiaco
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