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Development and application of innovative molecular biology techniques
to improve the detection of SARS-CoV-2 during the COVID-19 pandemic

Abstract

Molecular biology has been key in the detection and diagnosis of SARS-CoV-2 virus since the
beginning of the COVID-19 pandemic. Although RT-PCR is the Gold Standard technique to
detect the virus, the socio-political and epidemiological reality of each region of the planet
has motivated the use of other complementary techniques for its detection. The use of
molecular techniques such as digital PCR, LAMP, CrispR cas and NGS have allowed rapid
and accurate detection of the virus, especially in people with symptoms but with a low viral
load. Thus, the aim for the future is to improve their use and availability in the field. In view of
their development during the pandemic, it has been seen that these molecular diagnostic
techniques have great potential for the diagnosis of other infectious diseases, as they offer
advantages such as greater sensitivity and specificity compared to traditional diagnostic
methods. Thus, they can significantly improve the accuracy and speed of processing, which
can lead to better management and prevention of infectious diseases worldwide.
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INTRODUCCION precedentes en la salud y el bienestar de millones de personas
en todo el mundo. Desde el inicio de la pandemia, la biologia
La pandemia de COVID-19 ha tenido un impacto sin  molecular ha desempefado un papel crucial en la deteccién
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y diagndstico del virus SARS-CoV-2, agente causante de
la enfermedad COVID-19. Esta herramienta diagndstica
permitié identificar el origen de la epidemia, que comenzd el
12 de diciembre de 2019, mediante el analisis de secuencias
proteicas de siete dominios no estructurales conservados en
las primeras muestras recuperadas. Gracias a este enfoque,
se pudo determinar que este virus pertenecia a la especie del
SARS-CoV en tan solo un par de semanas ",

El desarrollo de las técnicas de biologia molecular ha sido clave
para la deteccién rapida y precisa del SARS-CoV-2, lo que ha
sido esencial para controlar la propagacién de la enfermedad.
En este sentido, la evoluciéon de estas técnicas ha jugado
un papel fundamental en la lucha contra la pandemia de
COVID-19. Aunque la técnica de PCR se considera el estandar
de oro para la deteccién del virus, la realidad sociopolitica y
epidemiolégica de cada regién del planeta; que incluyen
factores como los costos, la disponibilidad de reactivos y
personal especializado, asi como la necesidad de recopilar
datos adicionales del virus, ha motivado el empleo de otras
técnicas complementarias. Estas técnicas, algunas equivalentes
al PCR, y otras con mejor especificidad para la deteccién
del virus, han permitido detectar la presencia del virus en
personas sintomdticas con una baja carga viral, mejorar su uso
y disponibilidad en el campo e, incluso, determinar la presencia
de nuevas variantes 3,

En este articulo se examinan los avances y logros alcanzados
en la deteccion del SARS-CoV-2 a través de las técnicas de
biologia molecular, y cdmo estos avances han permitido un
diagnostico tempranoy preciso de la enfermedad. Asimismo,
se discute cdmo estas técnicas podrian emplearse en el futuro
para mejorar la deteccion y diagndstico de otras enfermedades,
tanto infecciosas como no infecciosas.

DESARROLLO

Técnicas de flujo lateral para el apoyo al diagnédstico
de COVID-19

La técnica de RT-PCR ha desempeiiado un papel fundamental
en el diagnéstico y control de la enfermedad COVID-19. Su alta
sensibilidad y especificidad, asi como su rapidez, la convirtieron
en una herramienta clave en la lucha contra la pandemia. Es
por ello que se considera como la prueba gold standard para la
deteccion de SARS-CoV-2; sin embargo, también es importante
tener en cuenta sus limitaciones ya que la técnica requiere
equipos, reactivos y personal especializado, lo que genera
costos elevados y dificultan su implementacién en paises con
recursos limitados. Ademas, con la propagacion acelerada del
virus y la falta de conocimiento y recursos, se necesitaron de
medidas rapidas y efectivas para controlar su expansion. En
este contexto, se consideraron a las pruebas de flujo lateral o
llamadas coloquialmente“pruebas rapidas”como herramientas
para el diagnéstico y el control de la enfermedad, aunque su
mal uso, aplicacién e interpretacién tuvieron consecuencias

negativas en la lucha contra la pandemia. La baja sensibilidad
de las pruebas seroldgicas de flujo lateral en comparaciéon
con las pruebas moleculares, provocaron falsos negativos en
pacientes con COVID-19. Ademas, la posibilidad de detectar
anticuerpos contra otros coronavirus distintos al SARS-CoV-2,
indujo a resultados falsos positivos “*),

Durante el inicio de la pandemia, muchas pruebas rapidas
fueron adquiridas y utilizadas sin la debida validacién
y aprobacién de las autoridades sanitarias; ademas, la
interpretacién de los resultados no siempre fue clara y los
resultados positivos fueron utilizados como diagndstico
definitivo de COVID-19, sin la confirmacion mediante
pruebas moleculares. Las principales limitaciones de estas
pruebas se evidenciaron durante los periodos de ventana.
Estos son momentos en los que la carga viral puede ser
lo suficientemente alta como para que una persona sea
contagiosa, pero auin no se ha manifestado completamente en
sintomas reconocibles. Durante estos periodos, existe el riesgo
de una malainterpretacion de los resultados de las pruebas, lo
que puede tener repercusiones negativas en la propagacion
del virus.

Los periodos de ventana de la enfermedad en las pruebas
de deteccion de COVID-19 pueden variar segun la persona'y
las caracteristicas individuales de la infeccion; sin embargo,
en general, se considera que el periodo de ventana puede
ocurrir antes de que los sintomas se manifiesten o en las
etapas iniciales de la enfermedad. Por este motivo, las pruebas
rapidas presentaron muchas limitaciones desde el inicio de su
implementacion. A pesar de ello, algunos estudios avalaron su
usoy destacaron su mayor rendimiento en campo comparado
con laRT-PCR ©, algo que probablemente estuvo motivado por
temas socio politicos en los paises donde se ejecutaron. De
cualquier modo, el mal uso, aplicacién e interpretacion de las
pruebas de flujo lateral llevé a dificultades en el diagndstico y
probablemente contribuyé a una propagacién incontrolada
del virus. Ademas, muchos pacientes fueron tratados
incorrectamente o no recibieron tratamiento en absoluto
debido ala falta de confirmacién de los resultados .

Por otro lado, hacia finales del primer afio de pandemia, se hizo
extensivo el uso de pruebas de antigenos especificas del SARS-
CoV-2 en las muestras de las vias respiratorias, las cuales fueron
mas Utiles para determinar presencia del virus que las pruebas
seroldgicas. Estas pruebas proporcionan resultados rapidos
en comparacién con las pruebas moleculares como la RT-PCR,
y fueron menos costosas y mas faciles de realizar; aunque
también presentaron limitaciones significativas respecto al
gold standar ya que no son tan sensibles como las pruebas
moleculares y suscitaron problemas de falsos negativos en
pacientes con COVID-19 @y algunos otros pocos casos falsos
positivos . Sin embargo, la sensibilidad de las pruebas de
antigenos varia segun la calidad de la muestray el momento de
la prueba en relacién con el inicio de los sintomas. En general,
se comprendid que estas pruebas son menos sensibles en las

REV. EXP. MED. 2023; 9(3).



Franklin Rémulo Aguilar-Gamboa

Figura 1. Técnicas en biologia molecular que fueron empleadas para la deteccién SARS-CoV-2. Figura adaptada a partir de Bio-rad.com

84 tecnosolucionescrnet ®9y de iaea.org ©®

primeras etapas de la infeccidon y en pacientes asintomaticos.
De este modo, al considerar estas variables posteriormente se
mejord la interpretacion de las pruebas 2.

Técnicas moleculares en la deteccion del COVID-19:
éxitos y limitaciones

A pesar del uso extendido de los test antigénicos, la necesidad
de contar con mejores herramientas para la deteccion del virus
motivo la investigacidn de técnicas moleculares aplicadas al
diagndstico de SARS-CoV-2 que en general ofrecieran mayor
especificidad y sensibilidad y que sean accesibles a todos los
paises, principalmente de los que se encuentran en vias de
desarrollo. De este modo, durante los afos de pandemia se
probaron técnicas moleculares alternativas al RT-PCR que han
demostrado resultados prometedores y cuyaimplementacién
representa un gran avance no solo para la deteccidon de SARS-
CoV-2 sino también para el desarrollo de estas tecnologias que
tengan un uso mas extendido frente a otras enfermedades

infecciosas. Es asi que, durante la pandemia, varias técnicas
moleculares emergieron como nuevas alternativas de
diagnostico de COVID-19. Algunas de ellas tuvieron un mayor
éxito y difusidon que otras. A continuacién, se mencionan
algunas de las técnicas mas relevantes:

Reaccién en cadena de la polimerasa con
transcriptasa inversa (RT-PCR) y sus variantes

LaRT-PCRes el gold standard para la deteccion de SARS-CoV-2;
sin embargo, existen técnicas de PCR que se basan en la
modificacién de las temperaturas de hibridacion, como la Cold
PCR, Touchdown PCRy Fast-Cold PCR; algunas que se basan
en el uso de cebadores internos y externos que se amplifican
en una o dos rondas de amplificacién como heminested-PCR
y nested-PCR respectivamente y algunas otras en amplificar
varias regiones del genoma a la vez como el PCR-Mdiltiplex.
Todas estas variantes del PCR han sido ensayadas durante
la pandemia de COVID-19, cada una con distinto éxito y
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trascendencia. Asi mismo, en cuanto a los protocolos que
modifican la temperatura de hibridacion, Touchdown PCR
es la que se ha empleado de manera mas extendida para la
deteccion de varias enfermedades infecciosas, incluido el SARS-
CoV-2 en la que incluso se ha adherido a protocolos de PCR-
Multiplex ", Esta es una técnica que utiliza una temperatura de
hibridacién inicial mas alta de lo normal y luego se disminuye
gradualmente en cada ciclo. Esto mejora la especificidad de
la técnicay reduce la formacion de productos secundarios no
deseados (2,

Por su parte, nested PCR es una técnica que utiliza dos pares
de cebadores para amplificar una region especifica cuando
esta se encuentra a bajo nivel o en muestras que contienen
una cantidad limitada de ADN o ARN. En la segunda ronda de
PCR, se utilizan los productos de la primera amplificacién como
plantilla. La nested PCR puede aumentar la especificidad de la
técnica y reducir la amplificacién de productos secundarios
no deseados, por lo que, en SARS-CoV-2 se ha aplicado en el
diagnéstico activo de infecciones en gatos hallando un 100 %
de sensibilidad y especificidad para la deteccién de SARS-CoV-2
en concentraciones tan bajas como 0,015 ng/uL ®. Por su
parte, en seres humanos, Nested-PCR también ha demostrado
un mejor rendimiento en comparacién con RT-PCR %,

En tanto, la Multiplex PCR es una técnica que permite la
amplificacion simultanea de multiples fragmentos de ADN
en una sola reaccion. Se utilizan varios pares de cebadores
especificos para amplificar diferentes fragmentos de ADN, lo
que ahorra tiempo y reduce los costos de la prueba. Asi, se han
desarrollado kits que mediante un método multiplex RT-PCR
que se dirige simultdaneamente a los genes virales Ny RARP y
al gen RP humano, lo que ha mejorado la deteccién del virus
sobre todo en tiempos de circulacion de nuevas variantes %;
asi mismo, otros ensayos de multiplex RT-PCR han permitido
la identificacion simultanea de cinco variantes de SARS-
CoV-2 (Alfa, Beta, Gamma, Delta y Omicron), proporcionando
resultados rdpidos con menor costo y mayor viabilidad y
permitiendo asi la deteccion de variantes y sus mutaciones
para rastrear la evolucién del SAR-CoV2. En la actualidad se
han disefiado paneles comerciales basados en multiplex PCR
que permiten la deteccidon de multiples patdgenos virales y
bacterianos responsables de infecciones respiratorias, incluido
el SARS-CoV-2 17,

La PCR digital (dPCR)

Es una técnica de PCR altamente sensible y precisa que
se utiliza cada vez mas en la detecciéon de SARS-CoV-2. A
diferencia de la PCR convencional, la dPCR permite la deteccién
y cuantificacién absoluta de moléculas de ADN o ARN sin la
necesidad de una curva de calibracién. La dPCR se basa en
la division de una muestra de ADN en miles de pequenas
reacciones de PCR, lo que aumenta la sensibilidad y la precisién
de la técnica 17,

En el diagndstico de SARS-CoV-2, la dPCR se ha utilizado para
detectar y cuantificar el ARN del virus en muestras clinicas,
como hisopos nasofaringeos y saliva. Los estudios han
demostrado que la dPCR puede detectar incluso bajos niveles
de ARN del virus en muestras clinicas, lo que la convierte en
una herramienta prometedora en la deteccién tempranay
el monitoreo de la carga viral en pacientes con COVID-19 19,
Ademas, la dPCR también puede ser util en la deteccion de
mutaciones del virus, como la variante Omicron, cuyos linajes
se han vuelto cada vez mas prevalentes en todo el mundo.
La dPCR puede detectar mutaciones especificas del virus y
proporcionar informacién valiosa sobre la propagaciény la
evolucién del virus 19,

Microarrays

Estas técnicas permiten la deteccién simultanea de multiples
patdgenos, incluyendo el SARS-CoV-2. Sin embargo, su alto
costo y la necesidad de equipos especializados han limitado
su uso y difusién. Algunos ensayos de microarrays exhibieron
una sensibilidad clinica del 77,2 % para detectar antigenos
y no fueron muy utilizados debido a los elevados costes
y equipamiento requerido @9, Asimismo, se propusieron
plataformas que podian detectar anticuerpos " pero
tampoco fueron de uso extendido. De este modo, aunque
microarrays son una buena plataforma diagnéstica para
varias enfermedades infecciosas, no han tenido efectos en la
deteccién de SARS-COV.

Amplificacién isotérmica mediada por bucle (LAMP)

La reaccién en cadena de la polimerasa con amplificacién
isotérmica mediada por bucle (LAMP, por sus siglas en
inglés) es una técnica de amplificacion de ADN que ha sido
ampliamente utilizada en el diagnéstico de enfermedades
infecciosas, incluyendo SARS-CoV-2 2223 | AMP se basa en la
amplificacién isotérmica del ADN mediante la utilizacién de
cuatro o seis cebadores especificos para la region de interés, lo
que resulta en una mayor eficiencia y sensibilidad que la PCR
convencional. En el diagnéstico de SARS-CoV-2, se incluye
retrotranscripcion dentro del proceso. En este sentido, la RT-
LAMP PCR ha demostrado ser una técnica altamente sensible
y especifica en la deteccion del ARN del virus en muestras
clinicas, como hisopos nasofaringeosy saliva #%. RT- LAMP PCR
se realiza en condiciones isotérmicas, lo que significa que no se
requiere un termociclador, lo que la convierte en una técnica
mas simple y portatil que la PCR convencional. Ademas, RT-
LAMP PCR también se ha utilizado en el diagndstico de SARS-
CoV-2 en combinacién con otras técnicas de deteccion, como la
deteccion de antigenos y la PCR convencional, lo que aumenta
aun mas la sensibilidad y especificidad de la técnica .

Sin embargo, a pesar de sus ventajas, la LAMP PCR también
tiene algunas limitaciones, como la susceptibilidad a la
amplificacion de productos no especificos y la necesidad de
optimizar las condiciones de la reaccién para cada muestra
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29, Por lo tanto, se necesita mas investigacion para evaluar la
precision y la aplicabilidad clinica de la técnica.

Secuenciamiento de préxima generacion (NGS)

El Secuenciamiento de préxima generacién (NGS) se ha
empleado en el diagnostico de SARS-CoV-2, para laidentificacion
de casos positivos en muestras clinicas y la deteccién de
mutaciones en el genoma viral. Ademas, la NGS también se ha
utilizado para identificar la presencia de otras infecciones virales
o bacterianas en pacientes con COVID-19, lo que ayudo a guiar
el tratamiento y el manejo de la enfermedad @,

En la vigilancia de la evolucién viral, la NGS ha permitido
la identificacion de mutaciones emergentes del virus en
diferentes regiones geogréficas, lo que puede ayudar a los
investigadores y los organismos de salud publica a entender
mejor la propagacién y la dindmica de la pandemia. Ademas,
la NGS también se ha utilizado para estudiar la respuesta
inmunoldgica del huésped al virus, lo que puede ayudar
a identificar posibles tratamientos y vacunas ®®, y para
determinar la presencia de mutaciones sobre todo al inicio de
la pandemia por COVID-19 .

Sin embargo, la NGS también tiene algunas limitaciones, como
el costo, la complejidad del andlisis de los datos y la necesidad
de equipos y experiencia especializada para llevar a cabo la
técnica. Ademas, la NGS también puede generar grandes
cantidades de datos que requieren una gestion y analisis
cuidadosos. De este modo, NGS es una técnica valiosa en la
detecciony la vigilancia de SARS-CoV-2, y ha proporcionado
informacion critica sobre la evolucion y la diversidad del virus.

Sistema de repeticiones palindrémicas cortas
agrupadas y regularmente interespaciadas (CRISPR)

El sistema de repeticiones palindrémicas cortas agrupadas
y regularmente interespaciadas (CRISPR), es la tecnologia
de edicion del genoma mas popular que se anuncia como
la nueva era en el diagnéstico del SARS-CoV-2. El sistema
CRISPR-Cas consta de dos partes, incluida la matriz CRISPR
y las proteinas Cas. El CRISPR es una matriz de secuencias
repetidas cortas en el genoma de las bacterias, separadas por
fragmentos de ADN llamados espaciadores. Estos espaciadores
se originan a partir del fago o genomas invasores, que se
encuentran con el genoma de las bacterias. Las proteinas Cas
son muy diversas y realizan muchas funciones, incluidas las
de nucleasas, helicasas, y otras. La matriz CRISPR actia como
una memoria para reconocer genomas de forja y proteinas Cas
como Cas 9 que destruyen genomas extranos. Hasta la fecha, se
han desarrollado varios enfoques prometedores basados enla
tecnologia CRISPR para el diagnéstico temprano de COVID-19,
como el sistema de desbloqueo de reportero enzimatico
especifico de alta sensibilidad (SHERLOCK), el sistema de
reportero trans CRISPR dirigido por endonucleasa de ADN
(DETECTR), FnCas9 Editor Linked Uniform Ensayo de deteccién

(FELUDA), deteccién de acido nucleico operado por Cas3
(CONAN) y variante de proteccién de nucleétidos (VaNGuard).
Todos ellos basados en CRISPR, incluidos CRISPR-Cas9, CRISPR-
Cas12, CRISPR-Cas13y CRISPR-Cas3 ©0.

Existen otras técnicas de deteccidn con sistemas CRISPR, pero
hacen uso de una actividad enzimatica de corte inespecifico,
lo que limita la detecciéon multiplexada. Algunos sistemas no
se basan en el corte de cadenas de acidos nucleicos, sino en
reconfiguraciones moleculares que se producen gracias a
interacciones especificas, pudiendo asi detectar en una misma
reaccion diferentes secuencias ®". Por otro lado, tambien hay
técnicas que combinan protocolos de RT-LAMP con CRISPR
52, Esto debido a que muchos de los kits RT-LAMP disponibles
comercialmente brindan una deteccién razonable del SARS-
CoV-2 pero sin la solidez o especificidad necesarias. Por ello
algunos autores han agregado con éxito diferentes aditivos
de reaccién en busqueda de una respuesta mas consistente
y sélida. Combinando la amplificacion RT-LAMP multiple de
tres genes diferentes del virus SARS-CoV-2 con la deteccion
simultanea de estos genes mediante CRISPR/Cas12a se ha
logrado una sensibilidad muy alta manteniendo al mismo
tiempo una especificidad del 100 %, eliminando asi el principal
problema de métodos de amplificacion isotérmica 3.

El sistema CRISPR-Cas, se anuncia como la nueva era en el
diagnostico del SARS-CoV-2. A diferencia de los métodos
convencionales de laboratorio para la deteccién de COVID-19,
tales como la técnica de RT-qPCR y la secuenciacién de nueva
generacion (NGS), que exigen la pericia de técnicos altamente
capacitados y el uso de instalaciones costosas, estas pruebas
ofrecen una alta especificidad y sensibilidad sin requerir mucha
inversion ©9. Es asi como en un futuro cercano esta podria
representar la principal herramienta frente al diagnéstico de
enfermedades infecciosas.

Diagnéstico molecular de enfermedades infecciosas
en el futuro

Las técnicas de diagndstico molecular que se han desarrollado
y optimizado durante la pandemia de COVID-19 tienen un
gran potencial para el diagndstico de otras enfermedades
infecciosas en el futuro. La PCR en tiempo real, la PCR digital, la
LAMP y la NGS, por ejemplo, son técnicas que se han utilizado
en la deteccién del SARS-CoV-2, pero también pueden
ser aplicadas para el diagndstico de otras enfermedades
infecciosas.

La PCR en tiempo real, por ejemplo, se ha utilizado en el
diagnostico de enfermedades como la tuberculosis, el VIH
y la malaria ®2®, La PCR digital también se ha utilizado en
la deteccién de enfermedades como la hepatitis B ©%; en
esta enfermedad, esta herramienta puede utilizarse para
evaluar la eficacia del tratamiento antiviral en pacientes, ya
que permite una medicién precisa y cuantitativa de la carga
viral en la sangre. Esto es especialmente importante en la
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monitorizacién de la respuesta del paciente al tratamiento
antiviral y en la deteccién temprana de la resistencia viral
a los medicamentos antivirales. La LAMP se ha utilizado en
la deteccion de enfermedades como la leishmaniasis “9'y
la ocasionada por el virus ZIKA “9, Mientras que NGS se ha
utilizado en la identificacidn y caracterizacion de muchos
patdgenos diferentes en una sola muestra, lo que puede ser
muy util en el diagnéstico de enfermedades con multiples
agentes etioldgicos.

Por su parte, CRISPR-Cas ofrece varias ventajas sobre la técnica
de PCR y NGS en términos de especificidad, sensibilidad,
velocidad y costo, lo que lo convierte en una herramienta
diagndstica prometedora para la deteccién del SARS-CoV-2y
otras enfermedades infecciosas en el futuro.

Es asi que estas técnicas moleculares de diagndstico difundidas
con mayor amplitud durante la pandemia ofrecen varias
ventajas, como una mayor sensibilidad y especificidad en
comparacion con los métodos tradicionales de diagnéstico.
Ademas, estas técnicas también permiten la deteccién
temprana de infecciones, lo que puede ser crucial para
el tratamiento y la prevencién de la propagacion de una
enfermedad. Estas técnicas pueden mejorar significativamente
la precisiony la velocidad del diagnéstico, lo que puede llevar a
una mejor gestion y prevencion de enfermedades infecciosas
en todo el mundo.

CONCLUSIONES

La técnica de RT-PCR ha sido fundamental en el diagnéstico
y control de COVID-19, siendo considerada la prueba gold
standard para la detecciéon de SARS-CoV-2 debido a su alta
sensibilidad y especificidad. Hacia el final de la pandemia
por COVID-19 algunas de las técnicas moleculares que han
demostrado resultados prometedores para la deteccién
rapida de casos son la PCR digital, LAMP-PCR y CRISPR Cas.
Estas representan importantes herramientas de diagnéstico
que pueden ser empleadas en futuras epidemias. Por su parte
el secuenciamiento NGS auin es la técnica mas importante para
determinar la epidemiologia molecular del virus.
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