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RESUMEN

Introduccién. Las multiples y desconocidas caracteristicas del coronavirus 2019-nCoV causante del
sindrome respiratorio agudo y de millones de muertes en todo el mundo impulsé al desarrollo rapido de
técnicas y kits de diagnéstico de laboratorio basados en la amplificacién de secuencias virales o en la
determinacién de anticuerpos en sangre, sin embargo, tras su aplicacién se generaron desacuerdos entre
el resultado con la verdadera positividad o negatividad de la enfermedad. Objetivo. A través de la
siguiente revisién se busca caracterizar y valorar el uso de las técnicas moleculares y seroldgicas, en
funcién de factores como la sensibilidad y especificidad, tipo de espécimen y blanco de deteccion.
Metodologia. Se emplearon las bases de datos Scopus y Web of Since obteniéndose 136 articulos de los
cuales 25 cumplieron los criterios de inclusiéon como el desarrollo, validacion clinica y estandarizacion de
la técnica, asi como nuevas metodologias propuestas. Resultados. 17 elementos corresponden al
diagndstico de SARS-CoV-2 por técnicas moleculares y 8 por técnicas seroldgicas. El mayor nimero de
publicaciones halladas provienen de China (5) y Estados Unidos (4), paises de Europa (8) y Asia (6)
mientras que, en América Latina se encontraron publicaciones procedentes de Brasil (1) y Ecuador (1).
Conclusion. En relacién a lo expuesto los ensayos moleculares destacan en su alta sensibilidad y
especificidad y son usadas en cualquier etapa de la enfermedad. Las pruebas serolégicas por su parte se
recomiendan como complemento a las pruebas moleculares asi como para monitoreo de la enfermedad
en lugar de tinico marcador diagnéstico.
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ABSTRACT

Introduction. The multiple and unknown characteristics of coronavirus 2019-nCoV causing acute
respiratory syndrome and millions of deaths worldwide prompted the rapid development of laboratory
diagnostic techniques and kits based on the amplification of viral sequences or the determination of
antibodies in blood, however, after their application disagreements were generated between the result
with the true positivity or negativity of the disease. Objective. The following review seeks to characterize
and evaluate the use of molecular and serological techniques, according to factors such as sensitivity and
specificity, type of specimen and detection target. Methodology. The Scopus and Web of Since databases
were used, obtaining 136 articles of which 25 met the inclusion criteria such as development, clinical
validation and standardization of the technique, as well as new proposed methodologies. Results. 17
items correspond to the diagnosis of SARS-CoV-2 by molecular techniques and 8 by serological
techniques. The greatest number of publications found came from China (5) and the United States (4),
European countries (8) and Asia (6) while, in Latin America, publications were found from Brazil (1) and
Ecuador (1). Conclusions. In relation to the above, molecular assays stand out for their high sensitivity
and specificity and are used at any stage of the disease. Serological tests are recommended as a
complement to molecular tests as well as for disease monitoring instead of being the only diagnostic
marker..
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INTRODUCCION

través del siglo XXI se han descrito
diferentes brotes de Coronavirus.
El primero en noviembre de 2002
en Guangdong- China, llamado Sindrome

Respiratorio  Agudo,

RESUMO

Introducao. As caracteristicas multiplas e desconhecidas do coronavirus 2019-nCoV,
causando sindrome respiratéria aguda e milhdes de mortes em todo o mundo, levaram
ao rapido desenvolvimento de técnicas e kits de diagnéstico laboratorial baseados na
amplificacdo de sequéncias virais ou na determinagdo de anticorpos no sangue, porém,
apo6s sua aplicagdo foram geradas discordancias entre o resultado com a verdadeira
positividade ou negatividade da doenca. Objetivo. A revisdo a seguir visa caracterizar
e avaliar o uso de técnicas moleculares e serolégicas, dependendo de fatores como
sensibilidade e especificidade, tipo de espécime e alvo de detec¢do. Metodologia.
Scopus e Web of Since foram utilizados, obtendo 136 artigos dos quais 25 preenchiam
os critérios de inclusdo, como desenvolvimento, valida¢do clinica e padroniza¢do da
técnica, assim como novas metodologias propostas. Resultados. 17 itens
correspondem ao diagndstico do SARS-CoV-2 por técnicas moleculares e 8 por técnicas
serologicas. O maior nimero de publicacdes encontradas veio da China (5) e dos
Estados Unidos (4), paises europeus (8) e da Asia (6) enquanto, na América Latina,
foram encontradas publicagdes do Brasil (1) e do Equador (1). Conclusdes. Em relacao
ao acima exposto, os ensaios moleculares se destacam por sua alta sensibilidade e
especificidade e sdo utilizados em qualquer estagio da doenga. Os testes serologicos
sdo recomendados como um complemento aos testes moleculares, bem como para o
monitoramento de doengas, em vez de serem o inico marcador de diagndstico.

Palavras-chave: SARS-CoV2; diagnéstico molecular; diagnéstico soroldgico;
sensibilidade; especificidade

El nuevo coronavirus 2019-nCoV es el
séptimo miembro de la familia de
coronavirus que infectan a los humanos, su
secuencia se obtuvo a partir de muestras de
los primeros grupos de pacientes con
neumonia de origen desconocido del

causado por el  Hospital Jinyintan de Wuhan. En este
Coronavirus (SARS-CoV), con un rango de

contexto se emplearon células epiteliales de

mortalidad del 10%. En Jeddah, Arabia vias respiratorias humanas; logrando

Saudita y Medio Oriente emerge un nuevo

tipo de

precisamente el nombre de Sindrome
Respiratorio Agudo del Medio Oriente
causado por (MERS-CoV) en enero de 2012 la
el cual mostré una tasa de mortalidad de
37% (1). Finalmente el actual coronavirus
2019-nCoV con caracteristicas clinicas del

mismo orden que

denominado Sindrome Respiratorio Agudo
causado por el coronavirus tipo 2 (SARS-
CoV-2) cuya primera deteccién fue en

Coronavirus

clasificarlo en el subgénero sarbecovirus y
subfamilia Orthocoronavirinae (3).

La PCR (Reacciéon en cadena de la
Polimerasa) es una técnica que hace posible
amplificaciéon del Acido
Desoxirribonucleico (ADN) ademas de la

atribuyendo

detecciéon simultanea del producto de
amplificacién y la cuantificaciéon del
material genético en una muestra. La
técnica fue creada por Kary Mullis, es un
proceso ciclico que
exponencialmente pequefias cantidades de

anteriores

amplifica

Wuhan, China en diciembre de 2019, ADN, tras la separacion a altas

causante de neumonia y oficialmente
conocida como la COVID-19 segin la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS)

(2).

temperaturas, dos cadenas de ADN podrian
copiarse utilizando una enzima de unién, a
partir de oligonucledtidos cortos o
cebadores (4-6). Dado que la PCR sdlo
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amplifica cadenas de ADN, y los coronavirus
son virus de Acido Ribonucleico (ARN) de
una sola cadena en sentido positivo
recubiertos por una estructura de
glicoproteinas y lipidos, se realiza una
variante de la PCR estandar: la reaccién en
cadena de la polimerasa con transcriptasa
inversa (RT-PCR). Para lo cual es necesario
ARN
monocatenario viral a ADN. En la RT-PCR, la
muestra se afiade a sondas que se unen
Unicamente a secuencias especificas del
ADN retrotranscrito del virus y emiten
fluorescencia y presenta en pantalla los
resultados en tiempo real (7).

Los inmunoensayos incluyen algunas
variantes, los de flujo lateral rapido,
inmunoensayo de
automatizado y
(Enzimoinmunoanalisis)  que
proteinas
recombinantes de proteinas virales a las
que se unen los anticuerpos humanos, en
el caso que estén presentes en la sangre
(8). Asi para la determinacion del virus en
cuestion, se emplean proteinas de la
nucleocapside (NP) de murciélago, pues
éste comparte mas del 90% de identidad
de los aminoacidos con todos los SARS-CoV
2, asi como anticuerpos monoclonales
conjugado anti-IgG y para IgM se emplea
IgM antihumana (9).

realizar la conversion del

quimioluminiscencia
ELISA
utilizan

virales en dominios

Las caracteristicas del virus causante
de SARS-CoV-2 desconocidas en sus inicios,
hizo que el diagnostico se
fundamentara en caracteristicas clinicas,

método

estudios radiolégicos e incluso
identificacion de bacterias causantes de
neumonia lo que retard¢ el tiempo entre la
identificacion del patégeno, su tratamiento
e implementacién de medidas de control.
Tras la implementacién de plataformas
diagnésticas aparecieron incongruencias

entre el resultado de las pruebas con la

verdadera positividad o negatividad por lo
que se requiere valorar el uso de los
métodos de diagndstico de laboratorio
tanto serologicas,
caracterizar estas pruebas analizando la
literatura cientifica actual que aborde la
precision diagnoéstica y con ello determinar
ventajas, usos y limitaciones y asi aportar

moleculares como

un sustento y apoyo informativo a la
comunidad cientifica ecuatoriana.
METODO

e eligieron articulos originales

contentivos de datos para construir

la  pregunta PICO (Paciente:
Pacientes con sintomatologia de SARS-
CoV2; Intervencion: Diagnostico a través
(RT-PCR);
Comparacion: Diagnéstico por pruebas
serologicas mediante la cuantificacion de
IgG e IgM; Objeto variable: Valoracion la
especificidad y sensibilidad de las pruebas)
publicados entre 31 de diciembre de 2019
al 05 de marzo de 2021 tanto en el idioma
espafiol e inglés.

La busqueda de la informacion se
realiz6 a través de las bases cientificas
Scopus y Web of Science, eligiendo
articulos originales indexados, empleando
palabras clave y conectores booleanos
para cada base de datos. (Ver Tabla 1).
elegibilidad
comprendieron investigaciones en las que

del método molecular

Los criterios de

realizaron el
pacientes

sintomatologia de SARS-CoV2 a través de
hisopado nasofaringeo y otros T-PCR en
tiempo real dirigido a genes especificos del

diagndstico del virus a
hospitalizados con

virus; ensayos de diagndstico por métodos

serologicos tales como
Enzimoinmunoanalisis (ELISA) 0
quimiolumninscencia dirigido a las

inmunoglobulinas G y M u otras; todos los
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ensayos deben evaluar tanto sensibilidad y
especificidad, entre otros parametros de
importancia. Entre los
estan

criterios de
exclusiéon a pacientes
ambulatorios en laboratorios de nivel
basico, valoracién a partir de valores
obtenidos a través de base de datos
estudios y que no evaluaban la sensibilidad

ensayos

o especificidad. La seleccion de estudios se
realizé por un solo revisor considerando
una fase inicial de lectura de titulos y
resumenes, seguida de una fase de lectura
a texto completo de las referencias
potencialmente relevantes identificadas

para su andlisis y posterior correlacion.

Tabla 1. Estrategias de busqueda utilizada en las diferentes bases de datos.

Combinacion de términos

Scopus

Base de datos

Criterios de inclusion y
fecha de busqueda

Web Of

Science

TITLE-ABS-KEY (severe AND
acute AND respiratory AND
syndrome OR coronavirus 2019
AND molecular AND diagnosis
AND serological AND diagnosis) 59

TITLE-ABS-KEY (severe AND

acute AND respiratory AND
syndrome OR coronavirus 2019
AND molecular AND diagnosis
AND serological AND diagnosis)

AND (LIMIT TO ( DOCTYPE, "ar"))
AND (LIMIT-TO (

EXCACTKEYWORD, "HUMAN")) 31

(TS=(SARS COV 2 AND
MOLECULAR DIAGNOSIS AND
SENSITIVE) ) AND LANGUAGE:

(English) AND DOCUMENT
TYPES: (Article) Indexes=SCI-
EXPANDED, SSCI, A&HCI, ESCI

Timespan=2019-2021

(TS=(SARS COV 2 AND
SEROLOGICAL DIAGNOSIS AND
SENSITIVE) ) AND LANGUAGE:

(English) AND DOCUMENT
TYPES: (Article) Indexes=SCI-
EXPANDED, SSCI, A&HCI, ESCI

Timespan=2019-2021

30

Afio: 2019-2021 Tipo de

documento: Articulos

originales

Palabras clave : Human

Idioma: Inglés Fecha de

busqueda : 20 de Febrero de
16 2020y 05 de Marzo de 2021

TOTAL: 90

46
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RESULTADOS

mpleando combinaciones de

términos y operadores booleanos

en la bisqueda general de la base
de datos Scopus, se obtuvo 59 articulos,
tras una busqueda adicional se sumaron
31 articulos mas, dando un total de 90
articulos; para facilitar la busqueda en la
plataforma Web of Science se realizé una
busqueda avanzada de la cual se obtuvo un
total de 46 articulos. Siguiendo Ila
metodologia prisma a partir de 136
articulos se obtuvo 25 estudios aptos para
la revisién completa. (Ver Figura 1).

El mayor nimero de publicaciones
halladas provienen de China (5) y Estados
Unidos (4), paises de Europa (8) y Asia (6)
en diferentes paises como Italia, Reino
Unido, Holanda, Espafa, Korea, aportan
también importantes estudios mientras
que, en América Latina se encontraron

publicaciones procedentes de Brasil (1) y
Ecuador (1).

Todos los estudios indican desarrollo
y validacién clinica de diferentes técnicas
diagnosticas, estandarizacion de métodos,
propuestas de metodologias
diagndsticas entre ellas LAMP
(Amplificacién Isotérmica mediada por
bucle de transcripcién inversa), RT-PCR,
variantes de la PCR como PCR anidada y
RFLP (Técnica de Polimorfismos de
longitud de fragmento de restriccion)
usando enzimas de restriccion, asi como
validacion de Kits comerciales o
combinaciones de dos o mas técnicas,
presentando 25 estudios los valores de
sensibilidad y especificidad, tipo de
muestra empleada y genes blanco de
deteccidén; se describieron 17 elementos
correspondientes al diagnostico de SARS-
CoV-2 por técnicas moleculares y 8 por
técnicas serologicas. (Ver Tabla 2).

nuevas
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gy
5 Numero de registros identificados mediante
e busquedas en baszes de datos
g Scopus(n=90)
e Web of Science [n= 46)
g n=136
| S—
I v
NUmero de registros tras eliminar citas
duplicadas
o (n=128)
E * Numero de registros excluidos por
S titulo y por Resumen
NiGmero de registroscribados > (n=97)
(n=128)
Numero de articulos de texto
e l completo excluidos, con sus
- razones
£ Numero de articulos de texto completo (h=6 )'_ o
] evaluados para su elegibilidad ———ep. | LO5 valores de senzibilidad y/o
19 (n=31) especificidad no son
interpretables. (3)
—_— Lavalidacion no esta en funcion de
Iz prueba "Gold Standard”. (1)
) Realizaanalisis a partir de basesde
= e KT datosy no usando muestras
2 Numeroclie estudiosincluidosen la clinicas. (1)
2 sintesis cualitativa Lz poblacion empleada es muy
g (n=25 ) redurida (1)
—

Figura 1. Diagrama de flujo de estrategia de busqueda utilizada para la revision de los métodos
diagnésticos de SARS - CoV-2.
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Tabla 2. Revision de estudios sobre los métodos diagnosticos de SARS-CoV -2

No.

BASE DE
DATOS

ANO

REVISTA

TITULO

AUTOR

PAIS

1

WEB OF
SCIENCE

SCOPUS

SCOPUS

SCOPUS

WEB OF
SCIENCE

WEB OF
SCIENCE

WEB OF
SCIENCE

2020

2021

2020

2020

2020

2020

2020

Heliyon

American
Society for
Clinical
Pathology
AJCP

Nano BioMed
ENG

] Med
Virology

Clinica
Chimica Acta

PLoS Pathog

Journal of

Clinical
Virology

A one-step, one-tube real-
time RT-PCR based assay
with an automated
analysis for detection of

SARS-CoV-2

A comparison of five
SARS-CoV-2 molecular
assays with clinical

correlations

A Rapid and high-
sensitive real-time
reverse transcription-
polymerase chain
reaction assay used for
the detection of severe
acute respiratory
syndrome coronavirus 2

A simple method for
detection of a novel
coronavirus (SARS-CoV-
2) using one-step RT-PCR
followed by restriction
fragment length

polymorphism

Clinical Performance of A
Semi-Quantitative Assay
for SARS-CoV2 IgG and
SARS-CoV2 IgM
Antibodies

Comparative assessment
of multiple COVID-19
serological technologies
supports continued
evaluation of point-of-
care lateral flow assays in
hospital and community
healthcare settings

Comparison of

commercial lateral flow
immunoassays and ELISA
for SARSCoV-2 antibody

detection

Dharavath
et al.

Procop, et
al.

Chen et &l

Son et al

Jung et al

Pickering
etal

Serrano et
al

INDIA

USA

CHINA

VIETMAN

USA

London,
UK

ESPANA
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BASE DE o~ p 2
No. DATOS ANO REVISTA TITULO AUTOR PAIS
8 SCOPUS 2020 Clinical Comparison of diagnostic  Ong et al HOLANDA
Microbiology  accuracies of rapid
and Infection  serological tests and
ELISA to molecular
diagnostics in patients
with suspected
coronavirus disease 2019
presenting to the hospital
9 SCOPUS 2020 Journal of Contribution of VitaPCR Fournier et FRANCIA
Clinical SARS-CoV-2 to the al
Virology emergency diagnosis of
COVID-19
10 SCOPUS 2020 BMC Infect Detecting SARS-CoV-2 at  Osterdahl London,
Dis point of care: preliminary  etal UK
data comparing loop-
mediated isothermal
amplification (LAMP) to
polymerase chain
reaction (PCR)
11 SCOPUS 2020 American Development and clinical Hu et al CHINA
Society for application of a rapid and
Microbiology sensitive loop-mediated
mSphere isothermal amplification
test for SARS-CoV-2
infection
12 WEBOF 2021 JClin Lab Development and clinical ~ Liao et al CHINA
SCIENCE Anal application of a rapid
SARS-CoV-2 antibody test
strip: A multi-center
assessment across China
13 SCOPUS 2020 IJMS Development and Yip et 4l HONG
evaluation of novel and KONG
highly sensitive single-
tube nested real-time rt-
pcr assays for sars-cov-2
detection
14 WEB OF 2020 Emerging Development of areverse  Baeketal = KOREA
SCIENCE Microbes and transcription-loop-
Infections mediated isothermal

amplification as a rapid
early-detection method
for novel SARS-CoV-2
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BASE DE o~ p 2
No. DATOS ANO REVISTA TITULO AUTOR PAIS
15 SCOPUS 2020 Indian]Med  Development of Sapkal etal INDIA
Res indigenous IgG ELISA for
the detection of anti-
SARS-CoV-2 IgG
16 SCOPUS 2020 Journal of Evaluation of rapid Kitagawa JAPON
Clinical diagnosis of novel etal
Virology coronavirus disease
(COVID-19) using loop-
mediated isothermal
amplification
17 WEBOF 2021 Journal of Highly Sensitive and Dobafio et ESPANA
SCIENCE Clinical Specific Multiplex al
Microbiology = Antibody Assays To
Quantify
Immunoglobulins M, A,
and G against SARS-CoV-
2 Antigens
18 WEBOF 2020 Sociedad Lower cost alternatives Dorlass et BRAZIL
SCIENCE Brasilera de for molecular diagnosis of al.
Microbiologia COVID-19: conventional
RT-PCR and SYBR Green-
based RT-qPCR
19 SCOPUS 2021 Journal of Performance of Severe Babady et USA
Molecular Acute Respiratory al.
Diagnostics Syndrome Coronavirus 2
Real-Time RT-PCR Tests
on Oral Rinses and Saliva
Samples
20 SCOPUS 2020 Virology Poor sensitivity of Freire- ECUADOR
Journal "AccuPower SARS-CoV-2 Paspuel, B,
real time RT-PCR kit Garcia-
(Bioneer, South Korea)" Bereguiain,
M.A.
21 SCOPUS 2020 Journal of Rapid and sensitive Bordietal. ITALIA
Clinical detection of SARS-CoV-2
Virology RNA using the Simplexa™
COVID-19 direct assay
22 SCOPUS 2020 Clinical Rapid and visual Yan et al. CHINA
Microbiology  detection of 2019 novel

and Infection

coronavirus (SARS-CoV-
2) by areverse
transcription loop-
mediated isothermal
amplification assay

| 115 |



URGILES y ORTIZ | METODOS DIAGNOSTICOS DE LABORATORIO PARA CORONAVIRUS 2019 N-COV

BASE DE o~ p 2
No. DATOS ANO REVISTA TITULO AUTOR PAIS
23 SCOPUS 2020 NatBiomed Rapid lateral flow Wangetal. CHINA
Eng immunoassay for the
fluorescence detection of
SARS-CoV-2 RNA
24 SCOPUS 2020 Clinica SARS-CoV-2 infection Pierietal. ITALIA
Chimica Acta  serology validation of
different methods:
usefulness of IgA in the
early phase of infection.
25 SCOPUS 2020 Journal of Validation and Degli- USA
Clinical verification of the Abbott ~ Angeli et al
Virology RealTime SARS-CoV-2

assay analytical and
clinical performance

Diagndstico molecular de SARS-CoV-2

La RT-PCR (Reaccion en cadena de la
polimerasa con retro transcripcion). Es el
método considerado como estandar de oro
“Gold standard” para la deteccion del SARS-
CoV-2, permite detectar el virus tras la
aparicion de la enfermedad y entre pacientes
con sintomas desde leves hasta graves (10).
Es eficiente, aunque costosa y poco
asequible, de ahf la variabilidad y adecuaciéon
de la prueba diagnoéstica en busca de
disminuciéon de costos, mejora del
rendimiento y obtencién de resultados en
menor tiempo.

Emplear RT-PCR convencional con uso
de reactivos como el Syber Green puede
abaratar costos asi lo concluye Dorlass et al,,
(11) reflejando adecuados valores de
sensibilidad y  especificidad aunque
ofreciendo resultados en mayor tiempo. Una
alternativa confiable es la NESTED RT-PCR
(PCR anidada), ensayada por Yip et al,, (12)
pues muestra un aumento en la sensibilidad
y especificidad al compararla con la RT-PCR
no anidada y ademas se puede emplear
diferentes especimenes como saliva en lugar
del hisopado nasofaringeo. Por otra parte,
Son et al, (13) hizo uso de la RFLP-PCR,
usando enzimas de restriccion lo que

permite diferenciar entre SARS-CoV y SARS-
CoV-2, de gran importancia por la alta
similitud del genoma entre los miembros de
la familia Coronaviridae.

La PCR multiplex es una técnica que
mejora la especificidad de deteccion, puede
ser empleada en el ambiente
intrahospitalario pues como indica el autor
para detectar confecciones lo cual puede ser
util en épocas de incidencia de afecciones
respiratorias (14). La técnica LAMP es una
técnica de amplificacién de acidos nucleicos
que emplea una combinacién de dos o mas
conjuntos de cebadores. El ensayo de
Dharavath et al, (15) emplea un cebador
dirigido al gen N y otros dos cebadores, uno
dirigido a una regién no superpuesta del gen
N y otro dirigido al gen ORF-1ab. Los autores
que aplicaron y validaron el ensayo la
defienden como una técnica rapida que da
resultados de 30 a 60 minutos (16) sensible
y sencilla, recomendada para manejar en
pacientes asintomaticos (17) asi como en un
abundante nimero de muestras, dirigido al
diagndstico en el punto de atencion (POCT)
(18,19), asi como en el seguimiento a
pacientes sospechosos, contactos cercanos y
grupos de alto riesgo (20).
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Finalmente, cinco ensayos validaron el
rendimiento de kits que usan metodologia
RT-PCR  (21-23). La sensibilidad y

especificidad de los métodos diagndsticos
moleculares se indican en la Figura 2 y

Validation and verification of the Abbott RealTime SARS-CoV-2
assay analytical and clinical performance

Rapid lateral flow immunoassay for the fluorescence detection of
SARS-CoV-2 RNA

Rapid and visual detection of 2019 novel coronavirus (SARS-
CoV-2) by a reverse transcription loop-mediated isothermal
amplification assay

Rapid and sensitive detection of SARS-CoV-2 RNA using the
Simplexa™ COVID-19 direct assay

Poor sensitivity of "AccuPower SARS-CoV-2 real time RT-PCR kit
(Bioneer, South Korea)"

Performance of Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus
2 Real-Time RT-PCR Tests on Oral Rinses and Saliva Samples

Lower cost alternatives for molecular diagnosis of COVID-19:
conventional RT-PCR and SYBR Green-based RT-gPCR

Evaluation of rapid diagnosis of novel coronavirus disease
(COVID-19) using loop-mediated isothermal amplification

Development of a reverse transcription-loop-mediated isothermal
amplification as a rapid early-detection method for novel SARS-
CoV-2

Development and evaluation of novel and highly sensitive single-
tube nested real-time rt-pcr assays for sars-cov-2 detection

Development and clinical application of a rapid and sensitive loop-
mediated isothermal amplification test for SARS-CoV-2 infection

Detecting SARS-CoV-2 at point of care: preliminary data
comparing loop-mediated isothermal amplification (LAMP) to
polymerase chain reaction (PCR)

Contribution of VitaPCR SARS-CoV-2 to the emergency diagnosis
of COVID-19

A simple method for detection of a novel coronavirus (SARS-CoV-
2) using one-step RT-PCR followed by restriction fragment length
polymorphism

A Rapid and high-sensitive real-time reverse transcription-
polymerase chain reaction assay used for the detection of severe
acute respiratory syndrome coronavirus 2

A comparison of five SARS-CoV-2 molecular assays with clinical

correlations

A one-step, one-tube real-time RT-PCR based assay with an
automated analysis for detection of SARS-CoV-2

PORCENTAJE DE SENSIBILIDAD REVELADOS EN ENSAYOS MOLECULARES PARA EL DIAGNOSTICO DE SARs-Co-V2

88,61

100

100

100

78,9

63,6

98,4
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100

95

88,89

80

99,3

95

100

97,6

100

Figura 2. Sensibilidad en los ensayos moleculares. Se indica el ensayo molecular junto a su valor de
Sensibilidad en porcentaje (%); Dos estudios RT-PCR muestran valores entre el 60 'y 70%.
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Validation and verification of the Abbott RealTime SARS-CoV-2
assay analytical and clinical performance

Rapid lateral flow immunoassay for the fluorescence detection of
SARS-CoV-2 RNA

Rapid and visual detection of 2019 novel coronavirus (SARS-

Rapid and sensitive detection of SARS-CoV-2 RNA using the
Simplexa™ COVID-19 direct assay

Poor sensitivity of "AccuPower SARS-CoV-2 real time RT-PCR kit
(Bioneer, South Korea)"

Performance of Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus
2 Real-Time RT-PCR Tests on Oral Rinses and Saliva Samples

Lower cost alternatives for molecular diagnosis of COVID-19:
conventional RT-PCR and SYBR Green-based RT-qPCR

Evaluation of rapid diagnosis of novel coronavirus disease
(COVID-19) using loop-mediated isothermal amplification

Development of a reverse transcription-loop-mediated isothermal

Development and evaluation of novel and highly sensitive single-
tube nested real-time rt-pcr assays for sars-cov-2 detection

Development and clinical application of a rapid and sensitive loop-
mediated isothermal amplification test for SARS-CoV-2 infection

Detecting SARS-CoV-2 at point of care: preliminary data

Contribution of VitaPCR SARS-CoV-2 to the emergency
diagnosis of COVID-19

A simple method for detection of a novel coronavirus (SARS-CoV-
2) using one-step RT-PCR followed by restriction fragment...

A Rapid and high-sensitive real-time reverse transcription-

A comparison of five SARS-CoV-2 molecular assays with clinical
correlations

CoV-2) by a reverse transcription loop-mediated isothermal...

amplification as a rapid early-detection method for novel SARS-...

comparing loop-mediated isothermal amplification (LAMP) to..

polymerase chain reaction assay used for the detection of...

A one-step, one-tube real-time RT-PCR based assay with an...

VALORES DE ESPECIFICIDAD REVELADOS EN ENSAYOS MOLECULARES PARA EL DIAGNOSTICO DE SARs-CoV2
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Figura 3. Especificidad en los ensayos moleculares. Se indica el ensayo molecular junto a su valor

de Especificidad en porcentaje (%).

Diagnostico serologico

Los estudios para la determinacién y
cuantificaciéon de anticuerpos a través de
técnicas serolégicas se encontraron en
menor proporcion, en 8 de los 25 articulos
revisados; los autores emplearon esta
metodologia dada la necesidad de procesos
que revelen resultados en menor tiempo y
empleando muestras menos invasivas y
menos dolorosas, sin embargo al no existir
el “Gold estandar” se debié comparar con
ensayos internos, asi lo hizo Pickering et
al, (24). Por su parte, Sapkal et al,
considerando la microneutralizaciéon del

virus como un método de referencia para
los ensayos serologicos desarrolld un

ELISA (Enzimoinmunoanalisis

de

adsorcion) para la deteccion de IgG en
suero o plasma empleando el antigeno del
virus, revelando importante
rendimiento de sensibilidad y
especificidad, ademas de ser recomendado

un

para una valoracion rapida en individuos
expuestos como trabajadores de la salud o
de la industria (25). Fue ademas el tnico
de los ensayos en indicar valores
pronésticos positivos y valores
prondésticos negativos.
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Entre las técnicas mas empleadas y
validadas por los autores se encuentra el
ELISA, que tras su estandarizacién (26) se
recomendé su uso tanto en la forma
manual como semiautomatica; 6 estudios
validaron clinicamente la técnica sola o
comparada con otras metodologias entre

ellas electroquimioluminiscencia (ECLIA)

quimioluminiscencia indirecta  (CLIA)
donde resultaron siempre con un mejor
rendimiento  (27). Los valores de

sensibilidad y especificidad se indican en
la Tabla 3.

Tabla 3. Sensibilidad y especificidad para ensayos seroldgicos. S= Sensibilidad; E=

Especificidad; Cada estudio muestra valores de S y E heterogéneos e independientes del
blanco de deteccién y de la técnica, solo uno de los ensayos valor6 la deteccién de IgE,
recomendada Unicamente en fases iniciales de la infeccién.

S E
Titulo del articulo
IgG

S E S E S E

Anticuerpos

IgM IgA totales

Clinical Performance of A
Semi-Quantitative Assay for
SARS-CoV2 IgG and SARS-
CoV2 IgM Antibodies

94,7 100

Comparative assessment of
multiple COVID-19 serological
technologies supports
continued evaluation of point- 95 100
of-care lateral flow assays in
hospital and community
healthcare settings

Comparison of commercial
lateral flow immunoassays
and ELISA for SARSCoV-2
antibody detection

81,5 100

Comparison of commerecial
lateral flow immunoassays
and ELISA for SARSCoV-2
antibody detection

Development and clinical
application of a rapid SARS-
CoV-2 antibody test strip: A

multi-center assessment

across China

Development of indigenous
IgG ELISA for the detection of
anti-SARS-CoV-2 IgG

92,37 979

97,4 100

95 100

93,1 81,2

60 64

92,9 987
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S E S E S E S B}
Titulo del articulo Anticuerpos
IgG IgM IgA totales
Highly Sensitive and Specific
Multiplex Antibody Assays To
Quantify Immunoglobulins M, 95,78 100
A, and G against SARS-CoV-2
Antigens
SARS-CoV-2 infection serology
validation of different 99 100

methods: usefulness of IgA in
the early phase of infection.

Liao et al, desarrolld6 un ensayo de
inmunocromatografia con base en oro
coloidal que resalta por su rapidez en
obtencion de resultados,
diferencia entre inmunoglobulinas, pero
podra emplearse en el monitoreo constante
a personas con exposicion perenne al virus
como es el caso del personal médico (28).
Ensayos cuantitativos basados en matriz de
suspension cuantitativa (qSAT) fue también
una alternativa empleada por Dobafio et al,
mostrando incluso mejor rendimiento y en
menor tiempo que los ensayos ELISA (29).

aunque no

Espécimen para diagnoéstico
molecular y serologico
Todos los estudios de diagnoéstico

molecular emplearon hisopado nasofaringeo
como muestra de analisis, 6 hicieron dos
combinaciones de hisopado nasofaringeo
con esputo, hisopado nasal y lavado bronco
alveolar respectivamente, mientras que 3
estudios apuntaron a mayores
combinaciones como hisopado nasofaringeo
con frotis de garganta, saliva y enjuagues
orales. Ver figura 3.

La practica invasiva de toma de muestra
a través del hisopado nasofaringeo se podra
reemplazar por el uso de saliva con el kit

empleado por Babady et al. Pues el indice de

deteccion del virus fue igual al comparar
estos dos tipos de muestras; no asi usando
enjuagues orales, ya que el mismo estudio
revelo un bajo rendimiento del mismo (30).
El kit Simplexa™ COVID-19 Direct, permite
usar lavado bronco alveolar recomendado a
pacientes con afeccion del tracto respiratorio
inferior (22).

Genes y proteinas virales blanco de
deteccion

El diagnostico molecular se basa en la
deteccion de zonas altamente conservadas
del genoma viral, que tras su secuenciacion
permitid diseflar sondas y cebadores
especificos que apuntan a la
complementariedad del virus y su deteccion.
Ver Figura 4. El ensayo de Chen et al
demuestra que la especificidad mejora al usar
tres blancos de deteccién en comparacion de
uno solo (31). Por otra parte, entre los
ensayos serologicos, de los ocho estudios uno
no especifica el blanco de deteccidn,
mientras que otro usa antigeno viral, 1

estudio empleé solo un blanco de
deteccion, la glicoproteina N, los demas
emplearon  combinaciones de los

componentes proteicos del virus, Ver
Figura 5.
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GEN DE -
MUESTRA DETECCION COMBINACION
HISOPADO HISOPADO ASPIRADO FROTIS DE HISOPADO ENJUAGUE LAVADO ORF
AUTOR NASOFARINGEO ESPUTO NASAL NASOFARINGEO |GARGANTA SALIVA OROFARINGEO |ORAL is\?é\lg&R N 1AB S N/RDRRE+RdRp |ORF ab+S |N/ORF AB/ E |E/RDRP [NYE |RdRp/N/E
Dharavath Et 4l..

Procop Bt -

Chen Et al..
Son Etal..

Fournier Et &l..

Osterdahl, Et ..

Hu Etal..

Yip Et4l..

Baek et &l..

Kitagawa, Et al..

Dorlass, et al..

Babady Et &l..

Freire-Paspuel Et &l..

Bordi Et al..

Wang Et al..

Yan Etl...

Degli-Angeli Et &l.. -

Figura 4. Tipo de muestra y blanco de detecciéon en ensayos moleculares. La coloracién azul y verde intensa representa el uso de una sola muestra o un solo gen
respectivamente; las coloraciones tenues indican combinaciones. Los 17 estudios emplearon ya sea la deteccién de un solo gen o combinaciones, entre éstos: gen

ORF 1ab (open reading frame, marco de lectura abierta), gen RdRp (RNA polimerasa dependiente de ARN) gen N (nucleocapside), y gen E (envoltura). 11 de los
estudios revisados hizo combinacién de dos y hasta tres genes; 6 estudios emplearon un solo gen.
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MUESTRA PROTEINA VIRAL DE DETECCION COMBINACION
AUTOR
SUERO RBD M
o) GLUCOPROTEINA PROTEINA N (Receptor (GLUCOPROTEINA
PLASMA | SUERO | PLASMA| S (SPIKE) |(NUCLEOCAPSIDE)|Binding Domain) | TRANSMEMBRANA) | OTRAS SIN SIN/RBD | SINM
Jung, Etél..
Pickering, Et al..

Serrano, Etal..

Ong Etal..

Liao Et4l..

Sapkal Et al.. -

Dobario, ET..AL

Pieri Et &l..

Figura 5. Tipo de muestra y blanco de deteccion en ensayos serolégicos. Los 8 estudios serologicos emplearon muestras de sangre, 3 de ellos usaron suero y plasma
sin mostrar variacion en los resultados, por lo que no se consideraria un factor decisivo al momento de escoger una prueba de deteccién, no asi en las pruebas
moleculares. Dos estudios apuntaron a la deteccién de la glicoproteina spike (S) y de la envoltura (E), otros adicionaron la deteccién del receptor de unién RBD mas
la glicoproteina transmembrana (M). Todos los estudios apuntaron a la deteccion de IgM, IgG, o Ig A segun el protocolo o etapa de la enfermedad..
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Pruebas de reaccion cruzada

En el proceso de desarrollar un
diagnostico  a
moleculares o seroldgicas se requiere
estricta para
contaminantes de otros virus de las vias
respiratorias, asi como de virus de la
misma familia Coronaviridae, pues serian
los principales causantes de una falsa
reactividad, solo dos de los 25 ensayos no
realizd pruebas de reaccion cruzada frente
a otros virus lo que disminuiria la validez
de los valores de rendimiento que
notificaron, asi se indica en la validacion de
la sensibilidad del kit “AccuPower SARS-
CoV-2 real time RT-PCR (Bionner, South
Korea) que no usa genes de controles
negativos (32); también lo hace la prueba
serologica desarrollada por Yunbao et al,
(33) que no especifica en ningun punto de
su estudio valores de especificidad o uso
de controles negativos.

través de técnicas

atencion evitar

DISCUSION

a identificaciéon temprana de casos
COVID-19 ayudé en primera
instancia a establecer medidas de
control, tratamiento
oportuno, la detecciéon de anticuerpos de
pacientes afectados por el virus y su
cuantificacion permite emplear el suero
medida de

aislamiento, 'y

como tratamiento  de
emergencia mientras se llevaba el proceso
de desarrollo de vacuna y tratamiento
farmacolégico, ademés, la
abrupta y desconocida del virus y la
variabilidad de sintomas no permiti6 hacer

un diagndstico

aparicion

clinico, siendo el
diagnostico de laboratorio la herramienta
pilar para el manejo de la pandemia. En
este punto de la enfermedad su valor no
pierde significado, continuara siendo una

herramienta importante pues tras el

proceso de vacunacién puede
monitorearse la inmunidad alcanzada.

La identificaciéon del virus empleando
cebadores dirigidos a varias regiones del
clave en las pruebas
moleculares, Chen et al,, (31) en donde se
us6 una combinacién de hasta tres genes
dianas que a pesar de no indicar el porqué
de estas combinaciones podria
relacionarse con el perfeccionamiento del
disefio de cebadores pudiendo emplearse
cualquiera de ellos por la confiabilidad que
mostraron sus resultados de sensibilidad y
especificidad; de la misma forma el bajo
rendimiento de las pruebas puede deberse
a fallas en el disefio del primer empleado.

Los protocolos moleculares han sido
desarrollados en
independientes y aunque se encuentran
bajo la aprobacion de entidades
reguladoras por la emergencia, estos no
han demostrado un rendimiento adecuado,
el estudio llevado por Procop et al,, (23) en
el que compara cinco Kkits, todos avalados
por la FDA (Food and Drug
Administration), el Kit ID Now COVID-19
(Abbott) mostro el mas bajo rendimiento
en términos de sensibilidad y especificidad
por lo que tendra un menor desempefio en
muestras con carga viral baja. Aunque Yan
et al,, (22) realiz6 la validacién del mismo
kit mostrando un buen rendimiento la

virus es la

laboratorios

poblacién de estudio fue solo de 30
individuos. Bordi et al., sugiere que deberia
haber una mayor ordenacién antes de
liberar al mercado kits con bajo
sensibilidad por debajo del 70% como es el
caso del kit AccuPower SARS-CoV-2 real
time RT-PCR kit (Bioneer, South Korea)
(32).

Ademas de la convencional RT-PCR la
técnica mas nombrada y con mayor
cantidad de ensayos es la amplificacion de
acidos nucleicos por LAMP, recomendada
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para su uso en un futuro en lugares de alta
afluencia de publico como farmacias,
aeropuertos, centros de atencion alejados,
es decir en el punto de atencién; sin
embargo, debido a las mutaciones que
pueden generarse en los genes diana de
deteccidn, la precision del ensayo podria
verse afectado.

El diagnostico a través de técnicas
moleculares puede ser realizado en
cualquier etapa de la enfermedad (23), no
asi en las pruebas serolégicas de las cuales
se probaron en grupos de pacientes y su
rendimiento fue segin los dias de la
aparicién de los sintomas, asi como de
acuerdo a los dias de afeccion (34).

Las validaciones de
serologicas por su parte
resultados bastante heterogéneos, de ahi la
importancia de emplearlas sé6lo de acuerdo
a la etapa de la enfermedad. Asi para la
determinacién de cada inmunoglobulina
(M, G, A) es necesario conocer el estadio de
la enfermedad del
demostraron los estudios revisados pues
todos emplearon grupos de pacientes
clasificados por dia de afeccidn.

técnicas
mostraron

individuo, asi lo

CONCLUSION

n el andlisis expuesto, se encontro

una mayor cantidad de ensayos

con un importante contenido sobre
la validacion y especificacion de ensayos
moleculares, mostrando adecuados valores
de sensibilidad y especificidad. Las
pruebas moleculares pueden ser usadas en
varios especimenes biologicos como el
hisopado nasofaringeo, pero ademas en
esputo, hisopado nasal y oro faringeo,
frotis de saliva, lavado bronco alveolar y
enjugues bucales lo que reducirian las
molestias en el paciente al momento de la
toma de muestra. Los valores elevados

especificidad son producto del uso de
genes diana dirigidos a zonas altamente
especificas del virus.

Las pruebas moleculares pueden ser
aplicada en etapa de la
enfermedad, y aun que requiere
equipamiento y/o reactivos especiales,
pueden usarse tanto en el
intrahospitalario como en el punto de
atencion.

Por su parte, existe una minoria en
ensayos de
serologicas las cuales revelaron valores de
sensibilidad menores al 90%. La falta de
una prueba Gold estandar, impide que
sean utilizadas como uUnico método de
diagnéstico. Los valores de especificidad
mostraron un rendimiento apropiado. Asi
también, el tipo de muestra necesaria para
su aplicacidn es facil de obtenerla y segura
para el laboratorista encargado.

Por su parte, Ilas
diagnodsticas deberan reconocer el uso
combinado tanto de pruebas moleculares y
complementarlas con las seroldgicas de
acuerdo a la informacién proporcionada
por el paciente en relacién al tiempo de
infeccion o contacto cercano con un caso
positivo.

Finalmente al momento de escoger
una u otra técnica serd necesario verificar
ademas de su regulacién, la validacion
clinica pues esto garantizara el uso de la

cualquier

ambiente

validacion de técnicas

entidades

misma.
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