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En diciembre del 2019 se realiz6 una alerta a la
Organizacién Mundial de la Salud por una serie de casos de
pneumonia de etiologia desconocida en Wuhan, China. Para
el 11 de enero del 2020 se contd con las primeras secuen-
cias del genoma del agente infeccioso que posteriormente
se identific6 como “Coronavirus 2 del Sindrome Respiratorio
Severo Agudo” (SARS-CoV-2 por sus siglas en inglés y relacion
con el SARS-CoV) y la enfermedad se le nombro “enfermedad
por coronavirus del 2019" (COVID-19).

Desde entonces se iniciaron una serie de investigaciones
para desarrollar una prueba diagnoéstica efectiva para detec-
tar los casos agudos y contener los brotes. Las primeras prue-
bas publicadas corresponden a protocolos para la deteccion
del acido nucleico viral a través de lo que se conoce como
la reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion
reversa (RT-PCR) y se convirtié en el estandar de oro para el
diagnéstico del COVID19. Estos protocolos fueron incialmen-
te elaborados por distintos centros de investigacién o de
vigilacia epidemiolégica como el Centro para el Control de
Enfermedades (CDC) de Estados Unidos, el CDC de China, la
Universidad de Hong Kong (HKU) y el Instituto de Virologia
Charité de Berlin.

En la actulidad se encuentran disponibles tanto las pro-
tocolos mencionados como distintas pruebas comerciales.
En Costa Rica, el laboratorio que inicié con el didgnostico
de los casos sospechos fue el Departamento de Virologia
del Instituto Costarricense de Investigacion y Ensenanza
en Nutricién y Salud (INCIENSA), la prueba que utilizan co-
rresponde al protocolo del Instituto de Virologia Charité de
Berlin, conocido como el protocolo de Berlin, el cual consiste
en una prueba inicial de tamizaje seguida por una o dos prue-
bas adicionales confirmatorias.

A partir del 23 de marzo, el Ministerio de Salud de Costa
Rica autorizo el diagndstico en laboratorios clinicos privados,
la prueba de eleccion en la mayoria de estos centros es la
Allplex™ 2019-nCoV de Seegene. Esta prueba identifica tres
genes virales: el gen E, N y RdRP. El gen E corresponde a un
gen comun a los betacoronavirus, mientras que los genes Ny
RdRP corresponden a genes especificos del SARS-Cov-2.
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En general, las pruebas de deteccion de acidos nu-
cleicos utilizan dos pasos: 1. Extraccion de ADN/ARN y 2.
Amplificacion del material genético. Esto se realiza a partir de
las muestras recolectadas, que en este caso corresponden a
esputos, aspirados nasofaringeos, lavados broncoalveolares,
hisopados nasofaringeos e hisopados orofaringeos. Estas
muestras deben recolectarse por personal capacitado y con
experiencia para asegurse obtener la mayor cantidad de cé-
lulas posible ya que los virus son mircoorganismos intrace-
lulares. Adicionalmente, cuando se utilicen los hisopos debe
asegurarse que sean de dacrén o un material similar y que
la muestra se coloque en medio de transporte viral y en frio
para evitar la pérdida de particulas virales.

1. Extraccion de los acidos nucleicos

La extraccion del material genético se realiza por medio
de una serie de pasos en los que se lisan las células y se llevan
a cabo distintos lavados para eliminar las impurezas y final-
mente obtener un eluido con los acidos nuclceicos que sera
el material de partida para el segundo paso. Cabe destacar
que actualmente este procedimiento lo realizan instrumen-
tos automatizados que permiten una mayor fluidez en el la-
boratorio asi como una mayor proteccion al personal.

2. Amplificacion del material genético

El segundo paso consiste en la amplificacién del ARN
viral a través de la RT-PCR, esto se lleva a cabo a través de
cebadores o “primers” (en inglés) que son secuencias cortas
complementarias a un fragmento del genoma viral, al ser
secuencias especificas para el virus, permite junto con la po-
limerasa y otros reactivos, hacer multiples copias de ese seg-
mento y no de otros fragmentos de otros microorganismos.
Adicionalmente a estos cebadores, a la mezcla de reaccion se
le agrega una sonda marcada con fluorescencia que es la que
emite la sefal que indica la presencia del virus en las mues-
tras en el andlisis final. En el caso de la prueba Allplex™ 2019-
nCoV de Seegene, se detectan 3 segmentos del genoma viral
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(gen E, Ny RdRP) al mismo tiempo. Esta es una diferencia con
el protocolo del Berlin, el cual detecta los mismos genes pero
en pruebas por separado.

LIMITACIONES DE LA PRUEBA

Como todas las pruebas de laboratorio, esta cuenta con
sus propias limitaciones, la mas importante es la posibilidad
de obtener resultados falsos negativos cuando la muestra no
se haya recolectado con la técnica correcta o cuando se haya
hecho muy temprano o muy tarde en el curso de la infeccion.
Esto porque la sensibilidad de la prueba corresponde a 100
copias genémicas/reaccion, lo que quiere decir que si no hay
suficientes células infectadas en la muestra podria no detec-
tarse la presencia viral (se encontraria por debajo del limite de
deteccion de la prueba). Es por esto que los resultados deben
analizarse a la luz de la clinica que presente el paciente junto
con la informacién epidemiolégica con la que se cuente.

Otras razones de resultados falsos negativos son una
incorrecta manipulaciéon de las muestras, reactivos e in-
trumentos, por lo que la prueba debe realizarse en labora-
torios que cuenten con el personal capacitado y con los
instrumentos adecuados.

Al momento existen 33 pruebas moleculares aproba-
das por la FDA para diagnostico de COVID19, entre ellas, las
pruebas rapidas en donde se obtienen resultados en menos
de 1 hora como la Xpert Xpress SARS-CoV-2 de Cepheid y
la ID NOW™ COVID-19 de Abbott que da resultados en 15
minutos, sin embargo, al dia de hoy no estan disponibles
para Centoamérica.

Otro grupo de pruebas disponibles son las de deteccién
de anticuerpos o pruebas seroldgicas. Estas pruebas estan
basadas en la deteccién de la respuesta inmune del pacien-
te, tanto del tipo IgM como IgG. La limitante de esta meto-
dologia es que se requiere que haya pasado un periodo de
aproximadamente 7-14 dias luego del inicio de los sintomas,
por lo que su funcién para el diagnéstico aun es discutido, no
obstante, son Utiles para evaluar la exposicidn previa de per-
sonas que hayan cursado con infecciones asintomaticas, asi
como evaluar el estadio epidemioldgico en el que se encuen-
tra el pais y para la seleccion de donantes para la obtecién de
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plasma convaleciente. Actualmente hay cuatro pruebas apro-
vadas por la FDA con esta metodologia y hay muchas otras en
evaluaciones de desempefo.

Otras pruebas que se han analizado son las deteccién de
antigenos, en donde se detecta la presencia de proteinas vi-
rales en el suero del paciente y funcionan para las fases agu-
das de la infeccién, sin embargo, al ser un virus tan nuevo,
estas alin no se ha desarrollado para la venta comercial.

En resumen, la metodologia de la RT-PCR continua sien-
do el estandar de oro para el diagnéstico de COVID19. Es
importante siempre analizar los resultados en conjunto con
la clinica y epidemiologia del paciente asi como mantener
un control estricto en la técnica de recoleccién, transporte
y almacenamiento de las muestras con el fin de limitar los
resultados falsos negativos. Sumado a lo anterior, es impor-
tante analizar la utilidad de las pruebas serolégicas para la
evaluacién de exposiciones al virus como por ejemplo, per-
sonas asintomaticas que son contactos cercanos de casos
confirmados y el desarrollo de inmunidad en personas que
pertenecen al personal de salud, hogares de cuido y demas
centros en los que hayan personas vulnerables a la infeccion.
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