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RESUMEN

El brote emergente de la enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19) continla extendiéndose por
todo el mundo. Demostrando su efecto dafiino en muchos sistemas y 6rganos humanos; esto es de gran
preocupacion para la sociedad en general afectando la vida diaria y la economia mundial. Ademas, de
causar una necesidad sin precedentes de utilizar métodos de diagndstico rapidos y sensibles para
detectar el virus, especialmente cuando las vacunas no estan disponibles. Motivo por el cual el objetivo
de la presente revision fue comparar estudios publicados para obtener informacion sobre los métodos
de deteccion del SARS-CoV-2 como: la reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa
(RT-gPCR), la amplificacion isotérmica mediada por asa con transcriptasa inversa (RT-LAMP), las
pruebas seroldgicas y los diferentes biosensores como: (i) los biosensores colorimétricos Opticos
(fluorescentes), (ii) los biosensores electroquimicos (los potenciométricos y los amperomeétricos), (iii)
los biosensores basados en aptameros y (iv) los polimeros de impresion molecular (PIM). Ademas, se
resumieron las ventajas y desventajas de las plataformas que estan en la etapa de desarrollo y el
crecimiento como nuevas tecnologias de deteccidn para el diagnostico del SARS-CoV-2.

Palabras clave: inmunoglobulinas (IgG e IgM), métodos de deteccion, polimero de impresion
molecular (PIM), RT-LAMP, RT-gPCR y SARS-CoV-2.

ABSTRACT

The emerging outbreak of coronavirus disease 2019 (COVID-19) continues to spread around the

world. Demonstrating its damaging effect on many systems and human organs; this is of great concern
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to society likewise it affects their daily life and the world economy. Caused an unprecedented need for
rapid diagnostics for rapid and sensitive detection of the virus, especially when the vaccines are not
available. This study aimed to compare published studies to obtain information on the detection
methods of SARS-CoV-2 such as: the RT-gPCR, the RT-LAMP, the serological tests, and the different
biosensors such as: (i) the optical colorimetric biosensors (fluorescent), (ii) the electrochemical
biosensors (potentiometric and amperometric), (iii) the biosensors based on aptamers, and (iv) the
molecular impress polymer (MIP). Also was summarized the advantages and disadvantages of new
platforms that find in the development and growth stage as new detection technologies for diagnosing
the SARS-CoV-2.

Keywords: immunoglobulins (IgG and IgM), detection methods, molecular impress polymer (MIP),
RT-LAMP, RT-gPCR, and SARS-CoV-2.

INTRODUCCION febrero del 2020 ya se consideraban 43,103
En diciembre del 2019 se dio a conocer que la casos confirmados con neumonia (COVID-19)
enfermedad del coronavirus (COVID-19) en 25 paises [3], para el 11 de marzo del 2020
(coronavirus desease 2019, por sus siglas en fue declarada una pandemia que afecto la vida
inglés) causada por la cepa del coronavirus tipo de millones de individuos. En consecuencia,
2 del sindrome respiratorio agudo severo para la fecha del 1 de mayo del 2020 alrededor
(SARS-CoV-2), era capaz de infectar a los seres de 3,321,402 personas se confirmaron como
humanos. El descubrimiento fue por medio de infectadas por el virus y ya habia 237,180
un brote de neumonia en Wuhan, provincia de muertes a nivel mundial [4]. Cabe agregar que,
Hubei en China. Desde entonces, esta epidemia para la fecha del 28 de junio del 2020, se
se extendio por todo el mundo [1]. Fue entonces reportaron 9,653,066 casos diagnosticados en
que la nueva neumonia causada por el 214 paises [5]. Para dar continuacién con los
coronavirus fue nombrada COVID-19 por la datos el 21 de julio del 2020 la enfermedad se
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) [2]. habfa extendido a mas de 215 paises, con més
Posteriormente, el 30 de enero del 2020, la de 15,000,000 de personas infectadas y mas de
OMS declaré6 al COVID-19 como una 615,000 muertes [6]. EI 23 de agosto del 2020
emergencia de salud pablica de interés se reportaron 23,213,489 casos de personas
internacional. En relacién con esto el 7 de infectadas y 804,556 de muertes de personas
12
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por infeccion del SARS-CoV-2. El numero de
casos siguio creciendo, encontrando que en
septiembre se reportaron 23,213,489 casos de
personas infectadas y 804,556 muertes por
infeccion del SARS-CoV-2 y finalmente, para
el 17 de octubre del 2020 se reportaron
39,337,397 casos de personas infectadas y
1,104,497 de muertes por infeccion del SARS-
CoV-2[5]. Y para la misma fecha en México se
834,910
infectadas y 85,285 muertes por infeccion del

reportaron casos de personas

virus [7].

En México se encuentran reportados
principalmente estudios sobre la relacion de las
condiciones ambientales y la transmision del
SARS-CoV-2 como ejemplos: la temperatura,
la evaporacion, la precipitacion y el clima
regional. Se suman los estudios de Méndez-
Arriaga y cols., informando que las altas
temperaturas y la alta evaporacion en climas
tropicales son los mejores predictores de una
condicion desventajosa para la supervivencia
del SARS-CoV-2 indicando que la incidencia
del COVID-19 disminuye en

tropicales. A su vez, las bajas temperaturas y un

regiones

ambiente seco favorecen la propagacion de la
infeccion por causa del virus, por lo que se ha
sugerido evitar espacios cerrados, como por
ejemplo los que se generan por aires
acondicionados [8]. En algunos paises como

México se han hecho analisis estadisticos, con
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la finalidad de hallar los principales grupos que
son susceptibles a la enfermedad, encontrando
que la edad media de los pacientes confirmados
fue de 46 afios. Observando, que la mayoria de
las personas infectadas tenian entre 30 y 59
afios con una tasa de incidencia més alta para
los hombres que para las mujeres. También, se
reportd que los pacientes que fallecieron tenian
una o mas comorbilidades, principalmente
(HTA),
la epidemiologia

hipertension  arterial diabetes vy

obesidad. Por lo que,
descriptiva ha demostrado similitudes entre los
casos de COVID-19 en varias regiones cuyo
comportamiento es parecido al de China, lugar

de origen de la infeccion [9].

En general, se ha observado que de la mayoria
de los casos por COVID-19 se han registrado a
partir de cada uno de los pacientes, procediendo
al diagndstico médico de la enfermedad e
identificacion del SARS-CoV-2 por el método
de RT-gPCR (RT-PCR

Observando, que los resultados obtenidos

tiempo  real).
confirmaron que la edad, la diabetes, la presion
arterial y la obesidad son los principales riesgos
de infeccidn y hospitalizacion por COVID-19
[10].
tabaquismo, la obesidad y el asma son factores

Ademas, la inmunosupresion, el
de riesgo de infeccion por el virus. Por lo que
estos hallazgos fueron importantes en el
establecimiento de politicas de salud publica y

la asignacion de recursos sanitarios durante la
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pandemia actual en México y los demas paises
[10-13].

En comparacién con pandemias anteriores
(como la influenza), el COVID-19 ha tenido
una mayor tasa de mortalidad y transmisibilidad
porque que se ha extendido a 200 paises [14].
Esta situacion forz6 el surgimiento de las
medidas de prevencion contra el contagio del
COVID-19. EIl principal ejemplo de estas
del

distanciamiento social, el aislamiento y el toque

medidas son la implementacién
de queda en algunas ciudades del mundo. Cabe
agregar que también se aceleraron el tiempo de
de:

anticuerpos, terapias y vacunas; por otra parte,

desarrollo 'y produccién antivirales,
se revaloraron algunos antivirales y vacunas
desarrollados con anterioridad que podrian ser
efectivos contra el COVID-19 [15, 2, 14].

En consecuencia, las medidas de emergencia
sanitaria se implementaron inmediatamente
después de que la OMS declaré la pandemia,
requiriendo la suspension de las actividades no
esenciales. Posteriormente, en marzo del 2020,
se adoptaron las acciones de una "sana
distancia” y las medidas generales de higiene.
Estas acciones surgieron con el objetivo de
reducir la transmision del SARS-CoV-2 en los
ciudadanos mediante la reduccion de la tasa de

contacto [16].

Actualmente, se siguen reportando casos de

pacientes sospechosos, enfermos y muertes por
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causa del virus. Lo cual podria contenerse con
las terapias antivirales y detenerse hasta que la
poblacion sea inmune al SARS-Co-V-2 por
medio de la vacuna [17]. De los antivirales a la
fecha se reportan 164 vacunas de las cuales 41
vacunas han sido exploradas en pacientes
humanos cuyo estatus corresponde a las fases I-
I1l.  Encontrando, que 122 vacunas se
encuentran en fase preclinica de estudio, 35
vacunas se encuentran en fase | de estudio, 24
vacunas en fase Il de estudio, 11 vacunas en
fase 11l de estudio y 3 vacunas en fase IV de
estudio. Por otro lado, se reportan un total de
364 terapias antivirales de las cuales 278 han
sido probadas en humanos [6, 18]. A la fecha,
hay reportes de cada una de las terapias
antivirales y vacunas; las mas importantes son:
remdesivir,  hidroxicloroquina, lopinavir,
ritonavir e interferdn. Pero estas terapias han
demostrado tener poco o nulo efecto en
COVID-19.

También, se reportan otros tratamientos por

pacientes hospitalizados por
ejemplo el CT-P59, que se encuentra en fase 1
de investigacion observando un tiempo de
44%

sintomas leves de COVID-19. Mientras que, el

recuperacion del en pacientes con
tratamiento con ivermectina y doxiciclina ha
sido de utilidad en pacientes con enfermedad
leve a moderada y el avidaptil ha sido reportado
que ayuda a los pacientes y presentan una

mayor supervivencia (81%) durante un
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monitoreo de 60 dias. Pero estos datos han sido
reportados en un bajo nimero de pacientes de
prueba. Sin embargo, aln existen desafios para
el desarrollo de terapias o vacunas, como la
efectividad, las cuestiones regulatorias, la
produccion a gran escala y el despliegue al
publico [6, 18]. Por otro lado, en la actualidad
se considera que el sistema inmunolégico juega
un papel importante para superar 0 no la
enfermedad; en consecuencia, las personas
inmunodeprimidas, las personas con al menos
una comorbilidad o afecciones cronicas son
altamente vulnerables. Para estas personas la
Unica linea de defensa es tomar precauciones
mediante el uso de los desinfectantes, las
mascarillas, los estimulantes del sistema
inmunoldgico y los medicamentos aprobados

clinicamente contra el SARS-CoV-2 [6].

Las investigaciones recientes sugieren que las
personas infectadas con el virus pueden ser
peligrosas debido a que una persona infectada
puede contagiar hasta 5.6 personas en promedio
[19]. Estos resultados, sugieren la necesidad de
ensayos para detectar el virus que sean rapidos
y sensibles aprobados por laboratorios
certificados y la FDA (Food Drugs and
Administration, por sus siglas en inglés),
utilizando preferiblemente el equipo existente
para facilitar la deteccién de los componentes
moleculares del virus a gran escala [19, 20]. Sin

embargo, los esfuerzos para controlar la
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enfermedad se ven obstaculizados por multiples
factores, incluidos: (1) la falta de capacidad de
produccion de pruebas diagndsticas que son de
alta demanda a nivel mundial (necesarias para
detectar el virus en personas portadoras); (2) la

sensibilidad

diagndstica,  aparentemente

limitada de las distintas plataformas de pruebas
@ vy la
experiencia técnica necesaria para obtener

moleculares e inmunoldgicas;
resultados validos [19]. Razo6n por la cual, el
objetivo de este trabajo es informar y describir
los diferentes métodos de deteccion del SARS-
CoV-2 asi como las ventajas y desventajas de

los métodos que a continuacién se describen.

Componentes moleculares del SARS-CoV-2

En cuanto al genoma del coronavirus se han
descubierto las proteinas correspondientes al
ORF1lab donde las proteinas mas estudiadas del
SARS-CoV-2 han sido nombradas como: (a) la
proteasa de dominio papaina-like (NSP3), (b) la
proteinasa 3CL-pro (NSP5), (c) la polimerasa
directa dependiente de RNA (RdRp), (d) la
helicasa, (e) la endonucleasa y (f) la metil
transferasa. Mientras que, la region de las
proteinas estructurales esta conformada por: (a)
la proteina espicula (S), (b) la proteina de
envoltura, (c) la proteina de membrana (M) y
(d) la proteina de nucleocapside (N). En la
los

figura 1 se observan

componentes del virus del SARS-CoV-2 [21,

principales
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22]. Y su funcion se describe a continuacion:
(@) la proteasa con dominio papaina-like
participa junto con el ORF nsp4 en el
ensamblaje de las vesiculas citoplasmaticas de
doble membrana inducidas por el coronavirus,
que son necesarias para la replicacién viral. A
su vez, antagoniza la induccion de la respuesta
inmune innata del interferon tipo | al bloquear
la fosforilacion, la dimerizacion y la
translocacion nuclear del interferon tipo 111 del
huésped e impide la via de sefializacion NF-kB
(factor nuclear potenciador de las cadenas
ligeras kappa de las células B activadas, por sus
siglas) inducida en el hospedero [23]. (b) la
proteinasa 3CL-PRO o0 proteasa principal
(Mpro) corta el extremo C-terminal de la
replicasa en 11 sitios (reconociendo sustratos
que contienen la secuencia [ILMVF]-Q-|-
[SGACN]). También, puede unirse a la ADP-
ribosa-1""-fosfato (ADRP). (c) por otro lado, la
Mpro, es una enzima encargada de regular la
replicacion viral y la transcripcion [24]. (d) la
proteina Nsp12 (RdRp), es utilizada por los
coronavirus  como

una maquinaria de

replicacion 'y transcripcion de proteinas
estructurales que ayudan en el ensamblaje del
virus en el interior de las células del huésped
[25]. (e) la glicoproteina transmembranal o
espicula (S), cuya funcion es unir el virus a la
membrana celular del huésped al interactuar

con el receptor ACE2 humano e internalizarse
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en la célula del huésped iniciando el proceso de
infeccion [26]. La figura 1, se detallan las
estructuras principales del SARS-CoV-2.

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, Envoltura virica

r= Espicula (proteina S) (S)

Proteina de envoltura (E)

.___Proteina de membrana (M)

INucleocapside (N) {____ ARN monocatenario (ARN)

Figura 1. Descripcion de los principales
componentes estructurales del SARS-CoV-2.
Imagen basada en [21].

Métodos de deteccion del SARS-CoV-2

Los estudios epidemioldgicos basados en la
deteccion del SARS-CoV-2 son de particular
importancia. Existen diferentes técnicas que
estudian grandes poblaciones asintomaticas y
enfermas, con la finalidad de: (1) rastrear
portadores asintomaticos del COVID-19 que
son dificiles de identificar y aislar; (2) para
asegurar que el personal (por ejemplo, el
personal de salud y trabajadores en general), no
se contagie con el virus; (3) para evaluar las
poblaciones de alto riesgo con el propdsito de
proteger a las familias; (4) para estimar con
precision la propagacién de la infeccidén y medir
la eficacia de las medidas comunitarias y el
distanciamiento social; y por ultimo (5) para

asegurar un regreso seguro al trabajo y
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proporcionar un tratamiento rapido como una
estrategia para evitar la sobresaturacion de la
unidad de cuidados intensivos (UCI) en los
hospitales [27, 28].

Para respaldar dichos esfuerzos, se necesitan
enfoques de diagnostico eficientes y de mayor
rendimiento para identificar el SARS-CoV-2,
como los diferentes métodos de PCR (la RT-
gPCR y la RT-LAMP),

inmunoldgicos cuantifican las

los métodos

que

inmunoglobulinas, los biosensores
colorimétricos  Opticos  fluorescentes, los
biosensores  electroquimicos como  los
potenciométricos y amperométricos, los

biosensores basados en acidos nucleicos como
los aptameros y los polimeros impresos
molecularmente o MIP (molecular impress
polymer, por su siglas en inglés) que a

continuacion se describen [27].

Metodologia de RT-gPCR para la deteccion
del SARS-CoV-2 en pacientes COVID-19

Los enfoques basados en la deteccion de acidos
nucleicos se han convertido en un método
rapido y una tecnologia confiable, considerada
como el "estandar de oro"” en la deteccion de
patogenos como el SARS-CoV-2. La técnica se
caracteriza por ser: de rapida deteccion, de alta
sensibilidad, con alta especificidad y sirve de

ayuda en el diagnostico de una infeccion
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temprana. Pero presenta ciertos desafios
cuando surgen nuevos patdgenos, debido a que
se requiere de la investigacion gendmica, la
biologia molecular y otras ciencias para crear la
informacidn suficiente para identificar el virus

[29].

Actualmente, los investigadores se encuentran
en la busqueda de un protocolo facil de aplicar,
confiable y répido. Debido a que la mayoria de
los protocolos a lo largo de la historia han
resultado ser efectivos y confiables, pero
también son costosos, requieren de mucho
tiempo y pasos para identificar patdgenos. Por
lo que, aplicarlos a grupos grandes de la
poblacion ha llegado a ser insostenible,
limitando la cantidad de individuos que pueden
analizarse diariamente por disponibilidad y
costos [30]. En la actual pandemia, se reportan
varios protocolos de RT-gPCR para identificar
el SARS-CoV-2, que en el transcurso han sido
aprobados para su uso. Estos protocolos se han
desarrollado a partir de muestras de saliva de
personas sospechosas de infeccion y pacientes

enfermos de COVID-19 [30].

Actualmente, para la obtencion de muestra
humana se utilizan: hisopos nasofaringeos (NP)
(Nasopharyngeal, por sus siglas en inglés) y
medios de transporte viral (VTM) (Viral
Transport Medium por sus siglas en inglés).
Como siguiente paso, se extrae el ARN a partir
de la muestra de los

pacientes, para
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posteriormente realizar un analisis RT-gPCR
para los

moleculares del SARS-CoV-2. Por otro lado,

la bdsqueda de componentes
debido a la alta demanda de los insumos de las
pruebas de deteccion, estos han escaseado
varias veces observando la falta de los hisopos
NP, VTM vy kits de purificacion de ARN. Por
tal motivo en abril del 2020, EUA autorizo el
método del uso de saliva como muestra para el
diagndstico del virus, para posteriormente
realizar la técnica de RT-gPCR. Asimismo,
otros grupos han informado sobre pruebas
directas a partir de hisopos NP en VTM por RT-
gPCR. Adicionalmente, se reporta el protocolo
de la Universidad de Illinois en Urbana-
Champaign (UIUC), que involucra obtener
muestras a partir de la saliva de pacientes
sospechosos o enfermos de COVID-19. La
muestra es recogida en tubos tipo falcén
estandar de 50 ml, posteriormente la muestra se
calienta para la inactivacion del virus (95 °C
durante 30 min), seguido de la extraccion del
ARN de la muestra y el andlisis por RT-gPCR
[30].

Por lo anteriormente expuesto, la RT-gPCR es
de gran utilidad para la deteccion del SARS-
CoV-2, basada en

componentes moleculares del virus, como por

la deteccion de los
ejemplo los genes de: la RdR, la helicasa (Hel),
la proteina S y la nucleocdpside N.

Considerandose esta metodologia como uno de
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los principales métodos para detectar

confiablemente al
enfermedad del COVID-19 [31, 32].

agente causante de la

Para realizar el diagnostico se requiere la
identificacion molecular del virus; esto se
realiza por medio de la cuantificacion de la
expresion de un gen de interés. Para poder
detectar la presencia del SARS-CoV-2, se
utilizan fluoréforos para seguir la amplificacion
del material genético de interés durante la RT-
qPCR, para este propdsito, se usan sondas
especificas para un fragmento de la secuencia
del SARS-CoV-2, es decir, que solo emiten
fluorescencia cuando se ha amplificado un
fragmento de la secuencia del SARS-CoV-2. La
fluorescencia aumenta proporcionalmente al
incremento de la concentracion del fragmento
de interés, expresada como el nimero de ciclos
de replicacion (Ct). Por lo que la carga viral
puede ser estimada por medio del método DCt
(Ct sample—Ct ref). La muestra para esta técnica
puede ser obtenida a partir de un hisopo
nasofaringeo de pacientes enfermos como se

describio previamente [33, 34].

La ventaja de la técnica RT-qPCR es que el
ARN viral se vuelve detectable desde el primer
dia de presentar los sintomas, donde un valor de
Ct inferior a 40, se informa clinicamente como
PCR positivo. Esta positividad comienza a
disminuir en la semana 3, y posteriormente se

vuelve indetectable al observar que el paciente
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presenta mejoria. Sin embargo, se han
observado casos de pacientes hospitalizados
con sintomas muy graves y niveles bajos de Ct,
incluso mas bajos o iguales a pacientes de casos
leves, por lo que el valor de Ct puede detectar
la carga viral, pero no la intensidad de los
sintomas presentados por los pacientes. Cabe
sefialar que la positividad de la prueba de PCR
puede persistir por mas de 3 semanas. Sin
embargo, un resultado de PCR "positivo"
refleja solo la deteccion de ARN viral y no
necesariamente indica la presencia del virus
activo. Pero es de gran utilidad para encontrar
personas enfermas y administrar un tratamiento
oportuno, por ello es muy valorada en el
ambiente hospitalario en la actual pandemia

[33].

Por otro lado, 2 grupos de investigacion
realizaron estudios de correlacion de la
tomografia computarizada (TC) de térax y RT-
gPCR para la deteccion de la enfermedad y
dafio pulmonar por COVID-19, cuya finalidad
es realizar un diagndstico oportuno a base de la
busqueda de indicios de enfermedad pulmonar
en pacientes que contrajeron COVID-19 en un
periodo de tiempo de 4 o méas dias. Los
hallazgos de estos grupos indicaron que la TC
de torax tiene una alta sensibilidad para el
diagnostico y deteccion de la enfermedad
pulmonar por COVID-19. Por lo que, la
tomografia computarizada de torax puede
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considerarse una herramienta principal para la
deteccion  temprana en  complicaciones
pulmonares, y para agilizar el tratamiento por
complicaciones de la enfermedad del COVID-

19 [35, 36].

Problemas de estabilidad de las pruebas de
RT-qPCR en pacientes COVID-19

Una de las principales utilidades de la RT-
gPCR durante la actual pandemia es encontrar
personas infectadas por el SARS-CoV-2 y asi
mantenerlas en aislamiento de las personas
sanas hasta recuperarse de la etapa infecciosa
del COVID-19. En particular, el aislamiento de
los pacientes se puede revocar y pueden ser
dados de alta después de cumplir con dos
pruebas de RT-gPCR negativas que sean
consecutivas y separadas por un tiempo de al
menos 24 h. Sin embargo, se han reportado
discrepancias en los métodos de deteccion
debido a que el 12 de febrero del 2020 se
inform6 que cinco pacientes infectados tenian
resultados iniciales de RT-qPCR negativos o
débilmente positivos. En otro caso se
informaron los resultados de prueba de RT-
gPCR obtenidos a partir de una muestra de
frotis faringeo de un paciente infectado,
resultando positivo después de dos resultados
negativos anteriores de la prueba de PCR,
demostrando que existe un posible proceso de

reinfeccion. En otros estudios se ha informado
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que existe una alta tasa de falsos negativos por
RT-gPCR,
hospitalizados con diagndstico clinico de
COVID-19 [37, 38].

obtenidos de pacientes

Motivo por el cual, se ha establecido que
ademas de la RT-qPCR también deben

utilizarse indicadores clinicos como las
imagenes de TC, no solo para el diagndstico y
el tratamiento, sino también para el aislamiento,
la recuperacion, el alta, y transferencia de
pacientes hospitalizados con diagndstico
COVID-19.

sugirieron la necesidad urgente de ser mas

clinico de Estos hallazgos
cuidadosos en la capacitacion del personal

relacionado con la estandarizacion de los
procedimientos de muestreo de los diferentes
sitios anatomicos, el transporte de muestras, la
optimizaciéon de la técnica RT-qPCR y el
COVID-19 de

respiratorias

diferenciar el otras

enfermedades como las

infecciones por gripe [37].

Deteccion de los componentes moleculares
del SARS-CoV-2 RT-gPCR en

individuos asintomaticos infectados

por

Cada vez hay mas pruebas que demuestran que
los individuos asintomaticos pueden propagar
SARS-CoV-2,

dificultando el control de la epidemia. Sin

de manera eficiente el

embargo, no se dispone de mucha informacion
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sobre las caracteristicas clinicas y la respuesta
inmunitaria de los individuos asintomaticos
infectados por el SARS-CoV-2 [39]. Por lo que,
se requiere generar informacion que describa
las caracteristicas  epidemioldgicas, las
caracteristicas clinicas, la carga viral y la
individuos

respuesta  inmunitaria  en

asintomaticos [39].

Otros estudios han intentado explicar el por qué
se ha presentado un numero tan elevado de
contagios, resaltando la existencia de los
individuos asintomaticos en diversas regiones
del mundo. La finalidad de estos estudios es
generar datos que puedan ser comparados con
los obtenidos de diferentes paises a partir de un
grupo de pacientes experimentales. También, se
ha encontrado que existen ciertas caracteristicas
en pacientes diagnosticados con una infeccion
del SARS-CoV-2 que ha sido confirmada por
RT-gPCR,

sintomas clinicos relevantes en los 14 dias

observando que no presentan

anteriores y durante la hospitalizacion. Por lo
que las personas asintométicas han sido
ingresadas a los hospitales de distintas regiones
del mundo con la intension de aislarlos bajo una
realizar

politica de evitar contagios Yy

investigacion a la par para encontrar

caracteristicas que ayuden a conocer mas de

esta enfermedad [39].
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Importancia de la RT-gPCR en el monitoreo
de casos de pacientes reinfectados por
SARS-CoV-2

Después de varios meses de pandemia el

nimero de pacientes recuperados ha
aumentado, y esto ha conducido a investigar
sobre la inmunidad adquirida frente a la
COVID-19, planteandose

la posibilidad del

enfermedad del
también proceso de
reinfeccion, ambos sucesos son considerados
fundamentales para anticipar la propagacion
viral [40]. También, se han reportado informes
de pacientes reinfectados con SARS-CoV-2,
que después de haberse recuperado dieron
nuevamente positivo a las pruebas de muestras
de RT-gPCR a partir de muestras obtenidas de

NP [41].

El 28 de agosto del 2020 se reportaron en 9
paises un total de 24 casos de pacientes
reinfectados, 23  pacientes recuperados
nuevamente y una muerte por COVID-19. Los
rangos de tiempo entre la recuperacién y la
segunda infeccion variaron entre 13 y 147 dias

[42].

Por otro lado, también se report6 el caso de un
paciente que presentd sintomas de infeccion por
COVID-19, el cual se caracterizd porque
provocO un caso de transmision secundaria y
tres casos de transmision terciaria. El historial
del paciente fue documentado, encontrando que

entro a la UCI, debido a que se confirmé la
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infeccion del individuo por SARS-CoV-2 por
medio de RT-qPCR (mediante la deteccion del
gen RARP, alcanzando un umbral de deteccion
de Ct inferior a 40, indicando un resultado
positivo de RT-qPCR). También, se reportaron
los estudios de TC y los estudios sanguineos
encontrando que fueron positivos a la presencia
del virus. El paciente fue monitoreado del 25 de
enero al 10 de febrero, se le aplicaron
tratamientos antivirales como lopinavir y
ritonavir, y se continudé con el monitoreo del
gen RARP, confirmando la utilidad de la técnica
RT-gPCR en un ambiente hospitalario para
describir el historial de la enfermedad por

reinfeccion [43].

Finalmente, hay que destacar que el paciente
superd la prueba de RT-gPCR como la mayoria
de los pacientes que son negativos a la prueba
en un promedio de 2.73 dias de estancia
hospitalaria. Pero, se ha observado que los
pacientes pueden volver a recaer, por lo que se
ha sugerido que se garantice la recuperacién
completa del paciente y asi pueda salir de la
cuarentena [38].

Deteccion por RT-gPCR de la transmision
vertical del SARS-CoV-2

Hay pocos casos reportados en la literatura que
aborden estudios de mujeres embarazadas que
estan infectadas con el SARS-CoV-2. En la
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mayoria de los casos se ha observado casos de
infeccion en el Gtero y de pruebas que han
comprobado infeccion neonatal temprana que
ha resultado positiva a la presencia del SARS-
CoV-2 [44]. Como ejemplo se tiene el reporte
de una mujer de 41 afios con antecedentes de
cesareas previas y diabetes mellitus que
presentd malestar general, fiebre y disnea
progresiva. Por lo que a los 4 dias de presentar
el malestar se realizé un frotis nasofaringeo que
result6 positivo para el SARS-CoV-2 y también
se realizaron las pruebas serologicas, pero en
esa etapa de monitoreo fueron negativas.
Posteriormente, se reportd que la paciente
inicio con los sintomas de la enfermedad,
desarrollando insuficiencia respiratoria por lo
que necesito de ventilacion mecanica.
Posteriormente, la paciente fue sometida a
cesareay se implementd el aislamiento neonatal
inmediatamente después de dar a luz.
Subsiguientemente, 16 horas después del parto
se realiz6 la toma de muestra por hisopado
nasofaringeo neonatal, dando un resultado
positivo a la prueba de RT-qPCR para el SARS-
CoV-2, de la misma manera, se realizaron
pruebas de inmunoglobulina (IgM e 1gG) que
fueron negativas. A la par se monitoreo a la
madre, 4 dias después del parto, observando
que tanto la IgM e IgG maternas fueron
positivas (dia 9 despues del inicio de los

sintomas) encontrando a la paciente enferma y
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el recién nacido infectado [44]. Posteriormente,
se reportd otro estudio de RT-gPCR en 6
mujeres embarazadas que también
transmitieron el SARS-CoV-2 a los recién
nacidos, concluyendo la posibilidad de
transmision vertical del virus. Los resultados
obtenidos también demostraron que la RT-
gPCR es una herramienta eficaz para detectar el
SARS-CoV-2 en mujeres embarazadas y recién
nacidos [29, 45]. Sugiriendo que las mujeres
embarazadas sean consideradas como un grupo
de alto riesgo, y de preocupacion por la
transmision vertical observada a los recién

nacidos [44].

RT- LAMP: una prueba colorimétrica para
detectar el SARS-CoV-2 en pacientes
enfermos de COVID-19

La amplificacién isotérmica mediada por bucle
(LAMP)
amplification, por sus siglas en inglés). Es una

(Loop-mediated isothermal
técnica que surgié como alternativa de la RT-
gPCR, por la necesidad de evaluar métodos
sencillos, rapidos, baratos y probados en una
gran cantidad de personas, con la finalidad de
detectar posibles infecciones por el SARS-
CoV-2 [46].

La técnica consiste en obtener muestras clinicas
de ARN aisladas de hisopos faringeos

recolectados a partir de individuos y grupos de
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alto riesgo. Una variacion del método es
secuenciar la muestra posterior a la reaccion de
amplificacion RT-LAMP, esta variante ha sido

probada a gran escala [46].

La técnica RT-LAMP consiste en una reaccion
en cadena de la polimerasa a temperatura
constante (63°C) por medio de cebadores
especificos para los genes: orflab, N y S del
SARS-CoV-2 [46- 48].

Los reportes de deteccion del SARS-CoV-2 de
RT-LAMP concluyen que el ensayo puede
detectar copias de ARN genémico en un rango
de 10#-10°, en un corto periodo de tiempo (20-
25 min), de 80-100 copias de ARN viral por mL
de muestra y no se ha observado reactividad
cruzada con otros coronavirus humanos [49-
51].

Se ha encontrado que los ensayos de RT-LAMP
tienen una sensibilidad y especificidad del
100%, en cuanto a la deteccion del SARS-CoV-
2 en un tiempo medio de 26.28+4.48 min, en un
periodo de tiempo mas corto que el método de
PCR. Los resultados se pueden leer a simple
vista, debido a que es una prueba colorimétrica
que muestra el resultado de la amplificacion del
ARN viral sin la necesidad de un instrumento
costoso o especializado [47, 51]. ElI método
puede ser aplicado en un entorno clinico como
centros médicos en

los hospitales y

comunidades rurales, es considerada una

prueba confiable que funciona de manera
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equivalente a la metodologia de RT-gPCR, con
la finalidad de detectar enfermedades de
manera tempranay prevenir la propagacion [48,
52, 53]. La figura 2 muestra la comparacion de
la metodologia RT-gPCR y RT-LAMP. Donde
se observa la toma de la muestra de un paciente
enfermo por COVID-19 (Figura 2A). También,
en la figura 2B se muestran los diferentes
tratamientos de las muestras de saliva
provenientes de pacientes para posteriormente
buscar los componentes moleculares del SARS-
CoV-2 por RT-PCR (Figura 2C). Mientras que,
en la figura 2D, se describe el disefio de los
cebadores utilizados para identificar los genes
del virus por RT-LAMP leyendo los tubos al
generar una coloracion de la muestra positiva
que identifica el virus. También, se observa la
forma de leer los tubos a partir de muestras
amplificadas por metodologia RT-LAMP y en
la figura 2E se muestra la comparacion de
ambos métodos; la RT-qPCR, la cual se lee en
un gel de agarosa y la RT-LAMP que por
motivos de rapidez se leen en tubos mediante
inspeccion visual. Lo anterior es de utilidad
debido a que la RT-LAMP destaca porque es
una prueba mas rapida que laRT-gPCR y ayuda
a comprender porque la RT-LAMP es una
propuesta alternativa a la deteccion del virus

[54-56].
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Figura 2. La comparacion de las metodologias RT-qPCR y RT-LAMP. Figura basada en [54-56].

Métodos de deteccion serolégica del SARS- En el inicio de la pandemia surgieron muchos

CoV-2 en pacientes enfermos de COVID-19 ensayos serologicos, pero la FDA no regulo los

) . permisos para utilizarlos, lo que resulto en una
La reciente aparicion del SARS-CoV-2 ha dado o N
. ) » rapida expansion de las pruebas para detectar el
lugar a una rapida proliferacion de ensayos ) _ o
. ) ) virus en un ambiente clinico. Por lo que la
seroldgicos, que son herramientas cruciales ) )
) » Sociedad de Enfermedades Infecciosas de
para evaluar la exposicion, la infeccion y la _ o
. » . América (IDSA) sugirié que la serologia puede
interaccion de las proteinas humanas con los ) )
ser util en: (1) pacientes sospechosos
componentes estructurales del SARS-CoV-2. Y ) _
. . posiblemente infectados con el SARS-CoV-2,
para encontrar la posible respuesta inmune )
_ (2) en la seleccion de donantes de plasma
humana a los componentes moleculares virus ) )
) ) ) ) convaleciente, (3) en la evaluacion de la
(incluidos los estudios de seroprevalencia y la )
L . o respuesta a vacunas, y (4) en estudios
determinacion del estado inmunologico) [57]. S
. » . epidemioldgicos [57]. Por otro lado, se ha
Su uso e interpretacion adecuados requieren de ) o
. L reportado que varias pruebas de este tipo, tienen
datos precisos sobre el rendimiento de los
. desventajas porque son deficientes ya que
ensayos serologicos [57, 58].
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requieren un buen tamafio de muestra, ademas
de que se dificulta determinar la asociacion
entre la respuesta de los anticuerpos y el
historial clinico de una persona enferma de
COVID-19. Por lo anteriormente expuesto se
recomienda realizar estudios con poblaciones
mas grandes [39, 57]. También, se requiere
incluir estudios sobre evaluaciones que cubran

el espectro completo de infecciones por el

SARS-CoV-2, como: las infecciones
asintomaticas, las infecciones leves, los
pacientes con enfermedad grave vy

convalecientes. Por lo que, es necesario crear
estudios bien disefiados, para dilucidar los
mecanismos que se correlacionan con la
inmunidad protectora, siendo cruciales para
orientar las politicas de salud publica y clinica
[59].

Se tienen estudios de pruebas de deteccién de
anticuerpos por medio de la cuantificacion de
las inmunoglobulinas IgG e IgM humanas en
respuesta a los componentes estructurales del
SARS-CoV-2, que estuvieron disponibles a
partir de febrero del 2020. Para el 4 de marzo
del 2020, se publicd la séptima edicion del
Protocolo de Prevencion y Control de
Neumonia para establecer que el nuevo
coronavirus era el responsable de la enfermedad
de COVID-19 gracias a los estudios serolégicos
combinados con las metodologias de deteccion
como la RT-gPCR. También, la Comision
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Nacional de Salud de la Republica Popular de
China
diagndstico seroldgico fueron transmitidos por

estableci6 que los criterios de
la OMS para los demas paises [45, 60].

Por lo tanto, el monitoreo de la concentracion
IgM e 19G

considerado por la FDA y la OMS como una

de inmunoglobulinas fue
herramienta complementaria valida para la
deteccion del SARS-CoV-2. Esta técnica ha
sido empleada como método de serodiagnéstico
de la neumonia por el COVID-19. Se conoce
que no es la mas empleada debido a que en
ocasiones puede dar reacciones cruzadas, y
también falsos positivos, pero es de gran
utilidad en el ambiente hospitalario [33, 37, 61].
Ademas, el diagnostico serologico es
especialmente utilizado en pacientes con
enfermedad leve a moderada y es ampliamente
utilizado para diagnosticar la enfermedad del
COVID-19 después de las primeras 2 semanas
de la infeccion por el virus. Otra utilidad del
método seroldgico es que ha ayudado a
comprender el alcance del COVID-19 en las
distintas regiones del mundo, con la intension
de identificar a las personas inmunes y
potencialmente “protegidas” contra la infeccion
del SARS-CoV-2. Sin embargo, no es un
método de deteccion temprana, por lo que los
resultados en algunos casos fueron obtenidos en
un rango de 11-13 dias, observando un maximo

porcentaje de respuesta de la 1gG e IgM después
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de presentar los sintomas del COVID-19. El
método ha sido probado en edades de 48-68
afios en ambos géneros; produciéndose niveles
mas altos de inmunoglobulinas en la segunda y
tercera semana de presentar los sintomas de la
enfermedad [39].

También, se ha demostrado que durante un
monitoreo de 19 dias posterior al inicio de los
sintomas de la enfermedad del COVID-19, los
pacientes dan positivo a la prueba de la IgG.
Igualmente, se observd que hubo un cambio
simultaneo y secuencial en la seroconversién de
IgG e IgM, observando que la concentracién de
ambas inmunoglobulinas se estabilizé 6 dias
posteriores de administrar antivirales. Por lo
que las pruebas seroldgicas pueden ser utiles
para el diagnostico de pacientes sospechosos
con resultados negativos de RT-gPCR y para la
identificacion de infecciones asintomaticas
[39].

Por otro lado, se ha reportado el perfil de
respuesta especifica de las proteinas del SARS-
CoV-2 al interactuar con las 1gG e IgM
humana. Observando que 18 a 28 proteinas
predichas del virus interactan con las
inmunoglobulinas a partir de muestras de suero
obtenidas de pacientes convalecientes.
Encontrando que, todos estos pacientes tenian
la caracteristica principal que sus anticuerpos se
unian especificamente a la proteina N y S1.
identificaron

Ademas, se respuestas de
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significativas de los anticuerpos a la proteina no
estructural ORF9, que puede participar en la
replicacion viral, actuando como una proteina
de unién al ARN, ademaés se observd que la
proteina NSP5 es responsable de las escisiones

ubicadas en el extremo N de la poliproteina

replicasa (3CL-PRO), y que también
interactuaba con las inmunoglobulinas.
Finalmente, se observO en los mismos

pacientes, que habia una correlaciéon positiva
con laedad y el nivel del lactato deshidrogenasa
(LDH), y se correlaciona negativamente con el
porcentaje de linfocitos en respuesta al virus
[58].

Otros estudios han permitido determinar si las
SARS-CoV-2

desarrollaran inmunidad a largo plazo, una vez

personas infectadas con
que se han repuesto a la infeccién. Motivo por
el cual se ha explorado la idea de monitorear el
anticuerpo 1gG contra el SARS-CoV-2 en
algunos grupos de personas infectadas.
Encontrando que, después de la infeccion por el
virus, es poco probable que las personas
produzcan anticuerpos protectores duraderos
contra este virus. Lo cual fue comprobado en un
ambiente hospitalario al observar la prevalencia
de los anticuerpos IgM en presencia del virus en
pacientes COVID-19 y se observo que la 1gG
aumentaba significativamente con la edad de
las personas [62].

Actualmente, existe una gran variedad de
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pruebas para detectar los componentes
moleculares del SARS-CoV-2, por medio de
hisopos a partir de pruebas de las mucosas.
Hasta ahora, se informan 11 pruebas
diagnosticas para el COVID-19, que se basan
principalmente en pruebas moleculares vy
anticuerpos. Varios grupos de investigacion y
empresas estan tratando de desarrollar pruebas
de anticuerpos que incluyen inmunoensayos de
flujo lateral como la prueba rapida de
BioMedomics, y el casete de prueba rapida de
Surescreen, el inmunoensayo de fluorescencia
kit de

diagnostico de Goldsite, el inmunoensayo de

de resolucion temporal como el
oro coloidal, de los cuales los mas utilizados
son el kit Assay Genie POC y VivaDiag
COVID-19 que son pruebas de IgG-IgM y
finalmente se reportaron las pruebas ELISA.
Otros autores reportaron el uso de 2 diferentes
ensayos serologicos como de Abbott y
EUROIMMUN (EI), ambos probados en 48
pacientes confirmados positivos a la infeccion
por SARS-CoV-2. Los Kits tienen la finalidad
de dar a conocer sobre la sintomatologia
relacionada con las pruebas seroldgicas,
obteniendo que ambos ensayos detectan los
componentes moleculares del virus. Pero son
poco sensibles durante los primeros 14 dias de
la sintomatologia, por lo que se sugiere no
utilizar los Kits de ensayo serologico destacando

que poseen problemas de deteccion [57].
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Si bien existe una gran variedad de pruebas de
anticuerpos disponibles en el mercado, hay
mucha confusion con respecto a la eficacia de
tales pruebas dado el alto porcentaje de la
poblacién asintomatica y el hecho de que los
anticuerpos que son detectables en general se
desarrollan posteriormente de la enfermedad.
Por lo tanto, las propuestas de enfoques de
diagnostico serologico deberan describir su
novedad en términos de proceso, sensibilidad,
especificidad y escalabilidad [63].
Uso de biosensores para detectar los
componentes moleculares del SARS-CoV-2
Un biosensor es definido por la IUPAC como
un dispositivo con la habilidad de proveer
informacion analitica cuantificable, mediante el
uso de elementos de reconocimiento biol6gico
acoplado a un sistema transductor [64]. Otra
definicion, sefiala a los biosensores como una
herramienta analitica que incorpora la
combinacion de un elemento bioldgico (que
crea un evento de reconocimiento), y un
elemento fisico (que transduce el evento de
reconocimiento en una sefial cuantificable). Es
asi como el elemento biologico (una
biomolécula o analito), es detectado por
especificidad, y el transductor convierte el
evento de reconocimiento en una sefial medible
[65]. Por lo que esta técnica es ampliamente
los

utilizada para detectar componentes
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del SARS-CoV-2 mediante
métodos sencillos, de bajo costo, sensibles y
escalables [63].

Por otro lado, los biosensores tienen inmensas

moleculares

perspectivas en el desarrollo de diagndsticos
fiables y asequibles, especialmente en paises en
desarrollo y recursos limitados [66]. En cuanto
OMS validd

biosensores y ensayos comerciales para la

a legislacion la muchos
deteccion del SARS-CoV-2 a partir de muestras
de pacientes sospechosos y enfermos de
COVID-19 [63].

En el momento actual de la pandemia los
biosensores han resultado de utilidad porque
puede detectar la presencia del SARS-CoV-2.
Pueden hacerlo mediante una sinergia con las
herramientas moleculares y la deteccion de
sefiales por medio de sensores como: los
colorimétricos

biosensores Opticos

(fluorescentes), los electroquimicos
(potenciométricos y amperomeétricos), y los
biosensores basados en aptameros [67-70].

En general, los biosensores son dispositivos
faciles de emplear, sensibles, que ahorran
costos y pueden proporcionar una alta precision
en la deteccion de virus. El uso de los
biosensores es una tecnologia y herramienta
efectiva en la investigacion del SARS-CoV-2.
Es una tecnologia eficiente para el diagndstico
de COVID-19, detectando

estructurales del virus en personas enfermas; y

los elementos
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ademas ayuda en la busqueda de inhibidores del
virus. Por lo anterior, se ha propuesto su uso en
un ambiente hospitalario para la deteccién del
SARS-CoV-2 como un método de rutina [71].
Algunos ejemplos de biosensores relacionados
con la deteccion e identificacion de los
inhibidores del SARS-CoV-2 se describen a
continuacion: (i) El biosensor de plasmon de
superficie localizado (PSL) acoplado a
fluorescencia, cuyo mecanismo se basa en
combinar un inmunoensayo tipo sandwich, con
la técnica PSL con la finalidad de detectar la
proteina N del SARS-CoV-2. Las ventajas del
biosensor son: que es facil de operar, es
sensible, cuantitativo y se puede utilizar para el
diagnostico precoz de enfermedades clinicas
[72]. (ii) El biosensor basado en luciferasa, se
basa en la deteccion de las proteinas papaina-
like y la proteasa 3C-Like del SARS-CoV-2 y
su identificacion se hace por medio de un
fluorometro [73]. (iii) El biosensor de plasmon
con doble funcién es capaz de detectar los
compuestos del coronavirus basandose en una
hibridacion de cDNA-RNA que es detectada
por resonancia de plasmones. Las secuencias
virales que detecta este biosensor son: la
proteina de M, la proteina N y la proteina S.
Cabe agregar que las ventajas de este biosensor
son: que es sensible, rapido, util para el
diagnostico de la deteccion del SARS-CoV-2,

censa en tiempo real y ayuda a mejorar la
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precision de un diagndstico en el ambiente
hospitalario [74, 75]. (iv) El biosensor basado
en transistores de efecto de campo (FET), cuyo
principio se basa en recubrir ldminas de grafeno
del FET, con un anticuerpo especifico contra
alguna proteina del SARS CoV-2, como
ejemplo: la proteina S, la cual puede ser
detectada por el biosensor. Las ventajas del
biosensor son: que es un método de diagnostico
inmunoldgico altamente sensible para el SARS-
CoV-2, que no requiere pretratamiento de la
muestra, detecta en tiempo real, es
ultrasensible, de bajo costo y con capacidad de
miniaturizacion [70]. (v) El biosensor basado
en RT-PCR combinada con 3 sensores de
nanoparticulas, el cual es capaz de ensamblarse
al dominio de union de la proteina S del SARS-
CoV-2, por medio de anticuerpos [76]. (vi) Los
biosensores basados en papel han atraido la
atencion por: su rentabilidad, facilidad de
fabricacion, biodegradabilidad, funcionalidad y
facil modificacion. Con estas caracteristicas,
pueden realizar pruebas rapidas de diagndstico
en lugares lejanos. Las tiras de papel de flujo
lateral, en particular, se han utilizado
ampliamente para la deteccion de pacientes
sospechosos y enfermos por COVID-19. Estan
disefiados para detectar IgG e IgM en muestras
de sangre, suero y plasma del paciente. Cada
tira reactiva generalmente consta de: (1) una

almohadilla de muestra para agregar las
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muestras del paciente, (2) una almohadilla que
contiene antigeno contra el SARS-CoV-2
conjugado con nanoparticulas de oro, formando
un complejo de oro-SARS-CoV-2, y tambiéen
contiene complejo 1gG de conejo-oro (control),
(3) una membrana de nitrocelulosa que consta
de una linea de control recubierta con anti-IgG
de conejo, (4) una linea de prueba recubierta
con IgG anti-humana, (5) una linea de prueba
recubierta con IgM anti-humana y (4) una
almohadilla que absorbe los desechos. El
mecanismo del biosensor se basa en registrar la
presencia de IgM o 1gG obtenida a partir de las
muestras de los pacientes, observado que los
anticuerpos reaccionan con el antigeno oro-
SARS-CoV-2 para formar un complejo, que se
mueve a través de la membrana de nitrocelulosa
e interactta con el anti-lgM o IgG en sus
respectivas lineas de prueba. Por otro lado, el
complejo 1gG de conejo reacciona con la IgG
anti-conejo que se encuentra en la linea de
control para producir un color rojo visible como
resultado. También, los resultados de la IgM
positiva y una IgG negativa se pueden observar
en ambas lineas e indican una infeccion
primaria 0 aguda. Mientras que, una IgG
positiva con una IgM negativa muestra una
etapa secundaria o posterior de la infeccion
[67]. (vii) El biosensor de Zhu y cols., es
utilizado para la deteccion de los compuestos

moleculares del SARS-CoV-2. Para realizar la
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deteccion primero se realiza la extraccion de
ARN a partir de muestras de personas
sospechosas de estar infectadas. Posteriormente
de realizar una RT-LAMP, la muestra se pasa a
un chip de deteccion, en el cual se encuentran
anticuerpos adheridos a una superficie que
ayudan a detectar los componentes moleculares
del SARS-CoV-2. La presencia positiva de
estos es revelada por medio de un colorante
indicador rojo carmesi, que se encuentra
cubierto por unas nanoparticulas que
interacciona con los componentes del virus: en
este caso particular, la proteina M, la proteina
N y la proteina S. Esta técnica se caracteriza
porque es sensible, se realiza en un solo paso,
los resultados del diagndstico son faciles de
interpretar y de bajo costo [77]. (vii) Ademas,
se ha desarrollado un biosensor electroquimico
que detecta el ARN/cCADN viral. Es un método
propuesto para el diagnostico de COVID-19,
que utiliza un microcontrolador “Arduino
UNO?”, en su sistema de deteccion o sensor que
recupera los datos amperimétricos. El biosensor
permite el uso de tabletas y teléfonos
inteligentes para comunicarse por medio de
WiFi y una pantalla led compatible con
Arduino para visualizar datos, lo anterior para
facilitar del diagnostico portatil y el desarrollo
[78].  (viii)

Asimismo, se han desarrollado herramientas

de sensores miniaturizados

biosensoras para demostrar la contaminacion
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del aire con el SARS-CoV-2, como un prototipo
de respuesta a los riesgos para la salud tras el
brote de la epidemia [79]. (ix) Otros autores,
reportan un sistema sensor basado en LoT
(Internet of Things, por sus siglas en inglés),
que se lleva en la mano y sirve para detectar y
diagnosticar personas infectadas por medio de
un dispositivo que lleva un sensor de
temperatura, frecuencia cardiaca (disefiados en
una placa Arduino) y posicionamiento GPS
para registrar y recuperar datos. Con el objetivo
de enviar predicciones a los familiares y al
Sistema Nacional de Salud (SNS), para apoyar
en el reporte de casos y los enfermos y
familiares sean contactados lo antes posible
para realizar la prueba de deteccién del virus. El
sistema ha sido probado en 300 personas
sugiriendo utilizar Lot como estrategia para
evitar la propagacion del virus. Este tipo de
biosensores esta clasificado como de punto de
atencion o POC [80]. (x) Otro reporte indica la
creacion del sistema biosensor que tiene la
finalidad de detectar citocinas en la sangre, para
cuantificar y comprender el proceso de la
tormenta de citocinas [28]. (xi) En este orden de
ideas se puede citar un biosensor el cual se ha
disefiado modificando la membrana celular de
mamiferos, con un anticuerpo a base de la
proteina S1 del SARS-CoV-2, un biosensor
conocido como ‘“un anticuerpo quimérico

humano”. El biosensor se caracteriza porque es
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selectivo, ultrarrapido (3 min) y con un limite
de deteccion de 1 fg/m, no se han observado
reacciones cruzadas contra la proteina N del
SARS-CoV-2. Ademés, el biosensor se
configurd en una plataforma lista para usar,
incluye un dispositivo de lectura portétil
operado por medio de un teléfono inteligente o
tableta. De esta manera, el biosensor se puede
utilizar en el ambiente hospitalario para hacer
cribados de antigenos de superficie que
detectan algunos componentes moleculares del
SARS-CoV-2 sin procesamiento previo de las
muestras, ofreciendo una posible solucion al
monitoreo oportuno y eventual para el control
de la pandemia actual [81]. (xii). Por otro lado,
se ha propuesto la detecciéon del SARS-CoV-2
por medio de una tecnologia de vanguardia que
utiliza el enfoque de la biologia sintética in vitro
mediante el disefio de riborreguladores
sintéticos de novo. Con la finalidad de detectar
la presencia de genes relacionados con el
SARS-CoV-2, desencadenando la traduccion
de ARNm de la proteina verde fluorescente
(sfGFP), lo que da como resultado la salida de
fluorescencia verde para detectar visualmente

el virus y cuantificar la sefial. Siendo un
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biosensor de diagndstico facil de ejecutar y de
bajo costo [82]. Asi mismo, se ha encontrado
que el uso de nanoestructuras avanzadas
disefiadas a partir de materiales organicos
puede mejorar la sensibilidad y la especificidad.
En resumen, hay que destacar que existen
muchos métodos de deteccion de los
componentes moleculares del SARS-CoV-2,
que son efectivos y se basan en varias
plataformas y tecnologias. A continuacion, en
la figura 3 se muestra la metodologia de los
biosensores mas usados para la deteccion del
SARS-CoV-2 a partir de muestras de personas
enfermas de COVID-19 (Figura 3A) [67, 72,
83, 84].

También, se incluyen los biosensores POC,
como el biosensor basado en chip (Figura 3B),
en papel (Figura 3C), en pelicula (Figura 3D),
en fibra (Figura 3E), en grafeno (Figura 3F), en
fésforo negro (Figura 3G) y finalmente, la
forma de recolectar datos mediante un celular o
tablet (Figura 3H) para obtener datos
estadisticos e informar directamente sobre un
caso de enfermedad COVID-19 [67, 72, 83,
84].
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Figura 3. Los diferentes biosensores del tipo POC

utilizados en la deteccion de los componentes moleculares

del SARS-CoV-2 y el diagnostico médico del COVID-19. Imagen basada en [67, 72, 83, 84].

Biosensores basados en aptdmeros para la
deteccién de los componentes moleculares
del SARS-CoV-2

Los aptameros se acufiaron en 1990 a partir de
la palabra 'aptus' (una palabra latina que
significa "encajar”). En general los aptameros
se pueden disefiar especificamente mediante la
activacion o la modificacion de una superficie
mediante tratamiento quimico para inducir
y de

biomoléculas. Las principales caracteristicas de

enlaces sitios acoplamiento a

los aptameros son la alta reproducibilidad, la

pureza, la estabilidad en condiciones

ambientales adversas, la gran capacidad de
unién con biomoléculas, y son poderosas

herramientas moleculares para la deteccion y el

diagnostico de algunos virus [69].

Ademas, los aptdmeros se han propuesto para la
identificacion de virus con alta afinidad
mediante un sistema aptasensor. Asi mismo, se
ha encontrado que el uso de nanoestructuras
avanzadas disefiadas a partir de materiales
organicos, pueden mejorar la sensibilidad y la
especificidad para diagnosticar algunos virus.
Esperando reducir los efectos de los factores de
interferencia en los apta-sensores para detectar
virus en general [63].

Los aptameros son conocidos como sondas
biolégicas multipotentes, aunque por definicion
son secuencias de acidos nucleicos como (DNA
y RNA) e incluso péptidos que son dirigidos a
los compuestos moleculares del SARS-CoV-2.
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Como ejemplo, la proteina N que es una
biomolécula estructural abundante en el virus.
El aptamero detecta el virus por medio de un
marcador de diagndstico, con precision y alta
sensibilidad en pacientes
enfermos de COVID-19 [69, 76 ,85].

Una de las caracteristicas generales de los

sospechosos 'y

aptameros es que deben poseer una afinidad a
la biomolécula blanco por debajo de los 5 nM
[76].
aptameros son candidatos bivalentes para el

También, han demostrado que los
diagnostico y el descubrimiento de algunas
terapias antivirales [76, 85]. Ademas, destacan
porque  son  herramientas  moleculares
poderosas para la deteccion del SARS-CoV-2y
el diagndstico del COVID-19[76].

La técnica de deteccion del virus por medio de
aptameros, consiste en utilizar algunos pares de
aptameros que pueden unirse a la proteina N del
SARS-CoV-2. Lo que sugiere una interaccion
tipo sandwich, que mediante la técnica ELISA
y tiras inmunocromatograficas de oro coloidal,
se puede detectar la concentracion de la
proteina N en picomoles (pM) [76].
Finalmente, se los

reportan aptameros

denominados “Pinpoint”, que han sido
disefiados para la deteccion del SARS-CoV-2,
los cuales se encuentran en etapa de desarrollo,
pero se sabe que brinda resultados en menos de
1 min, lo cual es un gran avance en la deteccion

de los compuestos moleculares del virus en
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pacientes sospechosos y enfermos de COVID-

19 por medio de los aptdmeros [69].

Deteccion de los componentes moleculares
del SARS-CoV-2 por medio de polimeros
moleculares impresos (PIM)

En vista de las circunstancias imperantes en
todo el mundo por la pandemia actual, es
evidente que existe una gran demanda de un kit
de prueba para detectar los componentes
moleculares del SARS-CoV-2. Estos métodos
deben poseer una alta selectividad, sensibilidad,
ser relativamente economicos, robustos, facil
Resultando en

de wusar y reproducibles.

tratamientos tempranos de los pacientes
infectados [63, 86]. Si bien, se han desarrollado
una gran variedad de bioensayos y biosensores,
todavia se requieren biosensores de bajo costo,
desechables o reutilizables que puedan detectar
rapidamente y con precision los componentes
moleculares del virus. Por lo que, el uso de la
tecnologia PIM es una alternativa como
elemento de biorreconocimiento [63, 86].

los PIM,

sintéticos que tienen sitios de reconocimiento a

Por definicion son receptores
los componentes moleculares del SARS-CoV-
2; siendo complementario a la forma y
orientacion de la una molécula diana
perteneciente al virus para la cual fue disefiada
[63, 86].

Por lo que, la impresion de biomoléculas
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incluidos los péptidos, las proteinas, los virus
completos o partes de ellos implica grandes
desafios [87].

En general los PIM deben pasar ciertas pruebas
de calidad como: (i) la caracterizacion en
términos de tamafio y distribucién de las
particulas mediante dispersion dindmica de luz
(DLS) y (ii) el efecto de impresion y la
selectividad de las moléculas. Esta ultima
prueba consiste en realizar experimentos de
union utilizando los dominios de union a los
componentes del virus mediante ensayos in
silico e in vitro. Y en el caso de los anticuerpos
basados en PIM se hace una ultima prueba de
hemocompatibilidad [87].

Una de las ventajas clave de los PIM son la alta
selectividad, la estabilidad a largo plazo y la
rentabilidad. Los PIM se usan a menudo para la
deteccion selectiva de virus, son sensibles y
distinguen entre los subtipos del coronavirus
[63].

El mecanismo de deteccidon de los PIM consiste
en disefiar y sintetizar un polimero, que es afin
a alguna biomolécula del SARS-CoV-2, y
utilizar un electrodo cubierto con una capa del
polimero formando una cavidad para que la
biomolécula del SARS-CoV-2 se acople y sea

detectada por el biosensor [63]

También, se ha desarrollado una técnica
complementaria basada en  anticuerpos
monoclonales  fabricados a partir de
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biomateriales poliméricos, basandose en la
tecnologia PIM. Donde la sintesis del PIM
implica la polimerizacion de mondémeros
funcionales alrededor de la plantilla elegida,
que luego se extrae, lo que da como resultado
una red polimérica porosa caracterizada por la
presencia de cavidades de unidn que se ajustan
al tamafio, la forma y las funcionalidades de los
compuestos moleculares de un virus. Ademas,
como son materiales sintéticos, los PIM son
fisicoquimicamente estables en una amplia
gama de condiciones, son de bajo costo,
reproducibles y de facil preparacion. Dadas
PIM

recomendarse como una alternativa valida a los

estas  caracteristicas, los pueden
anticuerpos convencionales que han sido
propuestos para detectar los componentes
moleculares del SARS-CoV-2 [87].

Otra funcion de los PIM es que a futuro podrian
utilizarse como agentes terapéuticos en el
tratamiento de del COVID-19 [87].

Por otro lado, se reporta el sensor monoclonal
basado en PIM reportado por Puoci y cols.,
cuyo principio de la deteccion consiste en que
los anticuerpos son capaces de unirse de manera
selectiva a una porcion de la proteina S del
SARS-CoV-2 para bloquear su funcion y, por
lo tanto, el proceso de infeccién [87].
También, el biosensor propuesto por Wang y
cols., se caracteriza porque esta basado en

polimeros de nanoparticulas que tienen buena
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estabilidad quimica; las nanoparticulas son
fotoestables y poseen propiedades Opticas
controlables. Finalmente, las nanoparticulas
fluorescentes se han utilizado ampliamente en
el disefio de los PIM, como sondas destinadas
para diversas aplicaciones. Entre ellas, el
diagndstico molecular de patégenos como virus
que ha sido adoptado en analisis médicos y
ambiente

bioldgicos, en hospitalario,

demostrando su utilidad [88].

CONCLUSIONES

Los métodos de diagndstico in vitro enfocados
en la deteccion del patdgeno humano SARS-
CoV-2 han cambiado significativamente con el
desarrollo y la disponibilidad de las nuevas
tecnologias descritas. Tras la revelacion de la
métodos  fueron

pandemia actual, estos

probados en pacientes enfermos
experimentales, dentro de la unidad de cuidados
intensivos con la finalidad de obtener
informacion, facilitar la identificacion del virus
y proseguir con el tratamiento de los pacientes
COVID-19.

Esta revision es una descripcion resumida de las
técnicas usadas para el diagndstico por
infeccion de SARS-CoV-2, como: laRT-qPCR,
la RT-LAMP y algunas plataformas modernas
basadas en biosensores que detectan los
componentes moleculares del virus en la actual

pandemia. En conclusion, la RT-qPCR es una
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metodologia reconocida como el estandar de
oro para el diagnostico molecular del SARS-
CoV-2. Ademas, la RT-LAMP es una técnica
colorimétrica rapida y alternativa que es
comparable con la RT-qPCR, en la cual puede
leerse el resultado en forma mas répida
demostrando su eficacia en la deteccion del
virus. Por otro lado, los biosensores son otras
propuestas para encontrar una forma eficaz de
detectar los componentes moleculares del
SARS-CoV-2.

biosensores son que facilitan la deteccién

Las ventajas de algunos
inmediata del virus, son portatiles, poseen la

capacidad de miniaturizacion, son
ultrasensibles y baratos. Algunas desventajas
de los biosensores son que en algunos casos
requieren mayor maquinaria y capital, en
comparacion con otras  técnicas de
identificacion como las técnicas seroldgicas y
RT-gPCR.

Por otro lado, hay algunos ejemplos de
biosensores utilizados para la deteccion del
SARS-CoV-2 conocidos como de punto de
atencion o POC que se utilizan para obtener
datos estadisticos, para ayudar a informar sobre
personas enfermas y prevenir la propagacion de
la enfermedad; sugiriendo su aplicacion en un
entorno  hospitalario
del SARS-CoV-2.

ejemplos de estos biosensores son: (i) los

para prevenir la

propagacion Algunos

ensayos de biosensores opticos (fluorescentes),
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los biosensores

(ii)

(potenciométricos y amperomeétricos), (iii) los

electroquimicos

biosensores de papel, y (iv) aquellos que
utilizan sensores Lot con tecnologia Arduino.
Ademas, se ha implementado el uso de
los

nanomateriales en tecnologia como

aptasensor para su uso bivalente en la
hibridacion de &cidos nucleicos para detectar
los componentes moleculares del SARS-CoV-
2. Asimismo, son escasos los reportes
encontrados sobre el uso de aptdmeros para su
uso como candidatos para diagnosticar y
descubrir terapias antivirales contra el virus.
Finalmente, a la fecha la tecnologia PIM es la
Unica propuesta para la deteccién del SARS-
CoV-2 que no se ha logrado experimentar en
pacientes infectados, pero existen experimentos
in vitro que comprueban su utilidad y
efectividad en la basqueda del virus, causante

de la actual pandemia.
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