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RESUMEN

La enfermedad por coronavirus 2019 (en
inglés coronavirus disease, COVID-19) es una
infeccion altamente transmisible y patdgena
causada por un virus que se ha denominado
Coronavirus asociado al Sindrome Respiratorio
Agudo-2 (SARS-CoV-2), que surgid en Wuhan,
China, en diciembre de 2019, y se extendio por
todo el mundo.Aproximadamente el 80% de los
pacientes infectados por SARS-CoV-2 muestran
sintomas leves con buen prondstico y se
recuperan sin tratamiento médico. Sin embargo,
alrededor del 20% de los pacientes padecen
dificultad respiratoriay requieren intervenciones
hospitalarias, incluida la ventilacion mecanica,
llegando en algunos casos a morir. Segln la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS), es
fundamental la realizacion de un gran nimero
de pruebas de deteccion de infeccion por
SARS-CoV-2 para poder detectar a las personas
infectadas, aislarlas, y asi evitar la propagacién
del virus. Una de las principales cuestiones
que se plantean en cuanto a la infeccion
por SARS-CoV-2 es qué técnica diagnostica

utilizar, en qué punto y hasta qué momento.
Actualmente se recomienda el diagnéstico
mediante pruebas moleculares (como la
RT-PCR, Reverse Transcription-Polymerase
Chain Reaction) que detecta el ARN del virus;
o mediante la deteccidn de anticuerpos a través
de pruebas serologicas. Pero también se estan
desarrollando otros métodos fiables, rapidos
y portatiles como el analisis de antigenos que
permiten el diagnostico masivo de la poblacién
para intentar contener la propagacion del virus.
El diagnostico de la infeccion también se basa
en la observacion de los sintomas clinicos;y los
Ultimos avances en estrategias analiticas, como
en el campo de la metabolémica, han permitido
la deteccion de cambios relacionados con la
severidad de la enfermedad. Finalmente, otras
aproximaciones como la Alimentomica podrian
utilizarse para la busqueda de compuestos
provenientes de fuentes naturales con actividad
antiviral y/o antiinflamatoria frente a la actual
pandemia de SARS-CoV-2, o frente a otras
enfermedades que puedan aparecer en el futuro.
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1.- sQUE ES EL SARS-COV-2 O COVID-19?

Los coronavirus (CoV) pertenecen a la
gran familia Coronaviridae, que consta
de dos subfamilias: Orthocoronavirinae vy
Torovirinae. La subfamilia Orthocoronavirinae
se clasifica en cuatro géneros: a-coronavirus,
B-coronavirus, y-coronavirus y &-coronavirus.
Los a-coronavirus y pB-coronavirus tienden
a infectar mamiferos y causar infecciones
respiratorias y gastrointestinales en humanos,
como el coronavirus SARS  (Sindrome
Respiratorio Agudo, SARS-CoV), el coronavirus
MERS (Sindrome Respiratorio de Oriente
Medio, MERS-CoV) o la reciente enfermedad
por coronavirus del 2019 (COVID-19 o
SARS-CoV-2). El SARS-Cov-2 posee ARN de
sentido positivo monocatenario no segmentado
(+ ARNsc), con un tamaiio de 26000 a 32000
nucleotidos. Este ARN contiene seis marcos
de lectura abiertos (ORF) y numerosos genes
accesorios. Los primeros ORF (ORFla/b), que
abarcan los dos tercios del ARN viral, codifican
dos proteinas grandes, la poliproteina la (PPIA)
y la PPIAB. Estas poliproteinas se dividen en 16

proteinas no estructurales, responsables de la
replicacion y transcripcion del ARN viral, y de
otras proteinas. El resto de los ORF codifican
las principales proteinas estructurales, incluidas
las proteinas de la espiga (S), la envoltura (E),
la membrana (M) y la nucleocapside (N),
todas ellas cruciales para la infectividad del
SARS-CoV-2. El virus consiste de tres partes:
el nucleo, donde se encuentran los genes; la
envoltura, formada por acidos grasos; y las
espigas, que proporcionan la capacidad de
adherirse y crear poros en las células que
invaden. Los analisis del genoma han revelado
que la secuencia del genoma del SARS-CoV-2
es 96% y 79,5% idéntica al coronavirus del
murciélago denominado BatCoV RaTGl3, y al
SARS-CoV, respectivamente (V’kovski y cols.,
2020). Por lo tanto, el murciélago se ha sugerido
como un anfitrion de SARS-CoV-2 y la ruta de
transmisién de SARS-CoV-2 podria ser a través
de anfitriones intermedios aun desconocidos,
entre los que se ha mencionado el pangolin.
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2.- iCOMO INFECTA EL CORONAVIRUS SARS-COV-2?

El SARS-CoV-2 es un virus de ARN con
apariencia de corona, con un diametro de
aproximadamente 60 a 140 nm. Se sabe que el
virus entra en el organismo a través de la unién
de una proteina de su superficie, la proteina S,
con el receptor ACE2 (la enzima convertidora
de angiotensina 2). El receptor ACE2 se
encuentra principalmente en las células de la
cavidad nasal, los pulmones y el intestino. Pero
también se ha demostrado que el virus puede
llegar al cerebro a través de otra proteina, la
neuropilina-1 (NRPI) (Davies y cols.,2020). Una
vez que las espigas del virus tocan una célula
humana apropiada, el virus se adhiere a la célula
y la cubierta membranosa del virus se fusiona
con la membrana de la célula que esta siendo

infectada. Esta fusion crea un poro por donde
el virus introduce su cadena de ARN dentro
de la célula. Una vez en el interior, el ARN del
virus se procesa igual que si fuera del propio
organismo, y se producen proteinas funcionales
responsables de la replicacion y la transcripcién
del virus. Por una parte, se producen ARNs que
son traducidos en proteinas estructurales del
virus y por otra se generan ARNs gendmicos
que seran empaquetados en los nuevos viriones
que se van formando. Por ultimo, cuando hay
un gran numero de nuevos virus dentro de la
célula, el virus hace disolverse su envoltorio y se
liberan al exterior de la célula pudiendo infectar
otras células.
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3.- ;COMO RESPONDE NUESTRO ORGANISMO AL
ATAQUE DE CUALQUIER VIRUS?

A partir de la infeccion por SARS-CoV-2, el
sistema inmunitario de la persona infectada
comienza a reaccionar de varias maneras Yy
segin la fase de la infeccion las respuestas
son diferentes. Por un lado, se genera una
respuesta inmune rapida a través del sistema
del interferon (IFN), un sistema que permite
bloquear la diseminacion del virus, proteger los
tejidos y promover el reclutamiento de células
neutrofilas y linfocitos. Durante esta etapa de
la infeccion hay diferentes respuestas celulares
que tratan de combatir el virus: los macrofagos,
o células que fagocitan al virus; y las células
“natural killer” (NK), encargadas de eliminar
las células infectadas. En una segunda fase de
la infeccion se generan respuestas especificas
contra el virus, como es la produccion de
anticuerpos frente al virus (a través de los
linfocitos B), o la generacion de linfocitos T, que
identifican y destruyen las células infectadas
con gran eficacia. Una vez que un paciente ha
superado la infeccion, su sistema inmunitario

ha generado anticuerpos, proteinas capaces
de proteger contra un posible nuevo ataque
del virus, inmunizando al organismo contra la
infeccion. Primeramente, se generan anticuerpos
de tipo IgM, mas rapidos pero menos potentes,
y posteriormente anticuerpos de tipo IgG, mas
potentes y especificos frente a la infeccion. Lo
anteriormente descrito es la respuesta estandar,
si bien, en varios estudios se ha demostrado que
algunos pacientes infectados por SARS-CoV-2
tienen una elevada concentracion de moléculas
citoquinas pro-inflamatorias (IFN-y, TNF-a,
IL-1, IL-6, IL-12, TNF), lo que se ha denominado
‘tormenta de citoquinas’ (Oliveira y cols., 2020;
Mortazy cols.,2020).La ‘tormenta de citoquinas’
produce una retroalimentacién en la produccion
de defensas, lo que acaba colapsando el sistema
inmunitario. El aumento de estas citoquinas es
responsable de una inflamacion no controlada
en los pulmones que puede derivar en un
empeoramiento de la enfermedad y llevar a la
muerte del paciente.
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4.- ;COMO SE PUEDE DETECTAR UNA INFECCION
POR CORONAVIRUS?

Teniendo en cuenta la estructura del virus,
podemos distinguir tres formas diferentes de
saber si una persona esta infectada, detectando:
i) la presencia de los genes del virus; ii) la
cubierta del virus, incluidas las proteinas espiga;
y iii) los anticuerpos producidos por nuestro
organismo en la lucha contra el virus.

41 Deteccion de ARN viral
por RT-PCR

La prueba mas utilizada y fiable para el
diagnostico de SARS-CoV-2 es la prueba de
RT-PCR. Esta prueba se realiza utilizando
muestras de la cavidad oral o la nariz
obtenidas mediante hisopos, pero también
se estan desarrollado métodos para detectar
SARS-CoV-2 directamente en muestras de
saliva. Existen distintas dianas génicas para la
deteccién del virus, pero la mayoria se dirigen

a uno o mas genes de la envoltura, de la
nucleocapside (N), de la proteina S, del ARN
de la polimerasa dependiente de ARN (RdRp)
o del ORFI. La sensibilidad de la deteccion de
todas estas dianas es similar; y el procedimiento
esquematizado seguido se muestra en la Figura
|.Para la deteccion, los genes son primeramente
extraidos del interior de los virus gracias al uso
de productos quimicos especificos que rompen
la envuelta del virus sin afectar al ARN interior.
Posteriormente se lleva a cabo la replicacion
de una secuencia Unica de estos genes para
obtener suficiente cantidad para hacerlos
detectables. Esta deteccion se realiza mediante
el uso de “sondas” fluorescentes y el proceso
de replicacion requiere de temperaturas muy
precisas, y dura entre 2 y 5 horas dependiendo
de los reactivos utilizados. Finalmente, la
intensidad de la fluorescencia es detectada y si
la senal estd por encima de un valor umbral se
considera positiva la infeccion por coronavirus.
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Figura |. Descripcion esquematica del procedimiento para la deteccion del SARS-CoV-2 mediante RT-PCR.
Reproducido con modificaciones de Smyrlaki y cols., 2020.
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En la mayoria de las personas positivas para
SARS-CoV-2, el ARN viral se vuelve detectable
desde el dia | de los sintomas y alcanza su punto
maximo tras la primera semana del inicio de los
sintomas. Esta positividad comienza a disminuir
en la tercera semana y posteriormente se vuelve
indetectable. Sin embargo, la positividad de la
RT-PCR puede persistir mas alla de tres semanas
en pacientes graves. Un dato importante es que
una prueba de RT-PCR "positiva" refleja solo la
deteccion de ARN viral y no necesariamente
indica la presencia de virus viables. En algunos
casos, se ha detectado ARN viral después de
mas de seis semanas. También es importante
tener en cuenta el tipo de muestras a investigar,
ya que la positividad puede variar (Sethuraman
y cols., 2020).

Las ventajas de la técnica de PCR son: i) esta
establecida y comercializada por multitud de
compainias; ii) se adapta a nuevos virus de forma
muy rapida, en dias, dado el nivel tecnologico
existente y la gran cantidad de diferentes
reactivos ya existentes; iii) las sustancias
requeridas se pueden producir en grandes
cantidades; iv) son muy especificas; v) detecta
cantidades muy pequenas de virus (es muy
sensible). Pero también tiene los siguientes
inconvenientes: i) al ser tan sensible es muy
vulnerable a la contaminacion, por lo que el
procesado de las muestras tiene que ser muy
estricto para evitar falsos positivos; ii) requiere
instrumentos complejos, precisos y caros, por

lo que deben centralizarse las muestras en
laboratorios con personal especializado; iii)
la obtencion de los resultados puede tardar
horas, ademas del tiempo de transporte de
las muestras al laboratorio; iv) tiene un coste
relativamente elevado (reactivos, gastos de
personal, mantenimiento y coste de los equipos,
transporte y manejo de las muestras, etc.).

4.2 Deteccion de antigenos
de la cubierta del virus.

Este test es la prueba mas rapida para detectar
la infeccién por coronavirus y consiste en la
deteccion del cambio de color que se produce
en una serie de reactivos especificos cuando
interaccionan las proteinas de la cubierta del
virus (o antigenos) con anticuerpos especificos
previamente inmovilizados en un soporte solido
(similar al utilizado en los test de embarazo). La
obtencion de la muestra es similar a la utilizada
para llevar a cabo los test de RT-PCR, usando
un hisopo. El andlisis de la muestra consiste
en depositar unas gotas de la muestra en la
tira reactiva impregnada con ciertos reactivos
especificos. Al cabo de unos minutos, esta tira
de papel presentard unas zonas coloreadas
dependiendo del resultado. El rendimiento
clinico de este test depende en gran medida de
las circunstancias en las que se utilizan y funciona
mejor cuando la carga viral de la persona que se
hace la prueba es alta.
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Las ventajas de estos test son las siguientes:i) los
ensayos son extremadamente rapidos y aportan
resultados en solo |5 minutos; ii) permiten el
muestreo no invasivo para detectar la presencia
del virus. Las limitaciones de estos test son: i)
la precision y sensibilidad en el diagndstico de
coronavirus son limitadas y puede dar falsos
negativos, por lo que en algunos casos son
necesarias pruebas complementarias (como
la RT-PCR) para verificar si un paciente esta
realmente infectado.

4.3 Deteccion de

anticuerpos frente al
SARS-CoV-2

La infeccion por SARS-CoV-2 también se puede
detectar midiendo la respuesta inmune del
paciente,ademas es una herramienta importante
para saber el alcance de la infeccién por
SARS-CoV-2 en la poblacion e identificar a las
personas inmunes y potencialmente protegidas
de la infeccién, si bien se han dado algunos
pocos casos de reinfeccion (Sethuraman y cols.,
2020). Como se ha mencionado anteriormente,
primero se generan anticuerpos de tipo IgM (si
la infeccion esta comenzando),y posteriormente
anticuerpos de tipo IgG (si la infeccién ya paso
a una fase mas aguda).A diferencia de la prueba
de RT-PCR y de los test de antigenos, para la
deteccion de IgM o IgG se utilizan muestras de
plasma y su deteccion se puede llevar a cabo
empleando dispositivos similares a los descritos
para los antigenos (similares a los utilizados en
los test de embarazo) o bien empleando una
técnica inmunolégica denominada ensayo ELISA
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). El
procedimiento consiste en los siguientes puntos:
I) anadir una muestra de plasma del paciente a
un pocillo que contiene el antigeno especifico

de SARS-CoV-2; 2) los anticuerpos presentes
(o no) contra el SARS-CoV-2 en el plasma del
paciente se unen a los antigenos dispuestos
en la base del pocillo y el resto de elementos
presentes en la muestra del plasma es eliminado
mediante lavados; 3) se anaden anticuerpos
secundarios unidos con enzimas que se unen a
los anticuerpos del paciente, el exceso no unido
es eliminado mediante lavados; 4) se anade el
sustrato que es reconocido por las enzimas que
estan unidas al anticuerpo secundario,. en | los
pocillos donde se encuentran los anticuerpos
contra SARS-CoV-2 empiezan a observarse
cambios de color; 5) el producto formado es
capaz de ser determinado con un lector de
absorbancia; 6) si el paciente no fue infectado
con COVID-19, no hay anclaje de anticuerpos
de tal forma que no se observan cambios de
color en el pocillo. Mediante el test ELISA se ha
determinado que los niveles mas altos de IgM
e IgG ocurren en la segunda y tercera semana,
pero pueden ser positivos a partir del cuarto
dia después del inicio de los sintomas.

Las ventajas de estos test son las siguientes: i)
los ensayos son rapidos, aportan resultados en
5-15 minutos y tiene una especificidad superior
al 95%; ii) la cantidad de muestra necesaria es
muy pequena y facil de obtener; iii) tiene un
coste bajo y su produccion es masiva; iv) es una
técnica muy establecida y se usa frecuentemente
en la deteccién de otros virus; v) es portatil, se
obtiene el resultado en el lugar de la muestra
y no requiere de personal especializado. Pero
esta técnica presenta las siguientes desventajas:
i) los anticuerpos pueden tener reactividad
cruzada con el SARS-CoV y posiblemente con
otros coronavirus dando falsos positivos; ii) es
necesaria una cantidad suficiente de anticuerpos
en la muestra por lo que es dificil de detectar si
se acaba de iniciar el contagio.
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4.4 Test alternativos en
desarrollo para la deteccion
de SARS-CoV-2

Ademas de los test previamente explicados,
la rapida propagacion del SARS-CoV-2 y las
directrices marcadas por la OMS han favorecido
el desarrollo de pruebas diagnosticas rapidas,
portatiles, sensibles y baratas para el rastreo y
aislamiento de las personas contagiadas. Entre
estos métodos se encuentran los biosensores,
que utilizan técnicas moleculares avanzadas
como son CRISPR-Cas9, antigenos unidos
a nanoparticulas de oro y plata, aptameros, o
resonancia de plasmoén superficial (Samson y
cols., 2020). Ademas, otras técnicas como la
tomografia computarizada de térax, la nariz
electrénica, o la espectroscopia de infrarrojo
cercano se estan adaptando para su aplicacién
en la deteccién de esta enfermedad, entre otras
(Fan y cols., 2020; Taylor y cols., 2020).
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