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Resumen

Se estudia primero la morfologia y estructura del virus para, en una segunda parte,
actualizar las técnicas diagndsticas de laboratorio, los problemas que plantean y las
incertidumbres actuales de muchas de ellas.

Abstract

The virus morphology and structure are studied first, in a second part to update the
diagnostic laboratory techniques, the problems they pose and the current uncertainties

of many of them.

INTRODUCCION

La enfermedad del Covid-19 esta causada
por el coronavirus SAR-CoV-2. Ha sido
declarada pandemia por la Organizacién
Mundial de la Salud y causado cientos
de muertos (Mas de 450.000 al dia de
hoy 19/6/2020), afectando a mas de 195
paises del mundo. La falta de inmunidad
previa para el virus Covid-19 es la que ha
condicionado esta rapida progresion de la
enfermedad.

Los pulmones son el 6rgano diana en la
infeccion, pero pueden también afectarse
otros 6rganos, con muerte de los pacientes
por fallo multiorganico.

En este trabajo analizamos el proceso
microbioldgico que conlleva al diagndstico
precoz y tardio, asi como los problemas
que plantea.

De forma esquematica planteamos nuestro
trabajo en cuatro apartados:

o Morfologia, estructura y replicacion
del virus.

o Técnicas de laboratorio para el
diagnostico.

o Planteamiento de dudas, problemas vy,
sobre todo, presencia de incertidum-
bres en la infeccién por SARS.CoV-2.

o ;Qué es lo que podemos y debemos
buscar para solucionar los problemas
planteados?
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MORFOLOGIA, ESTRUCTURA Y REPLICACION
DEL VIRUS

Los coronavirus son miembros de la
subfamilia Orthocoronavirinae dentro de
la familia Coronaviridae (orden Nidovi-
rales). De acuerdo a su estructura genética,
esta subfamilia comprende cuatro
géneros: Alphacoronavirus, Betacorona-
virus, Gammacoronovirus y Deltacorona-
virus de acuerdo a su estructura genética.
Los alfacoronavirus y Dbetacoronavirus
infectan solo a mamiferos y normalmente
son responsables de infecciones respiratorias
en humanos y gastroenteritis en animales.
Los coronavirus gamma y delta producen
mayoritariamente infecciones en las aves y
en los peces. Los coronavirus que afectan
a los perros causan diarreas de gravedad
variable, y los propios de los felinos pueden
desencadenar la peritonitis infecciosa felina.

Estructuralmente los coronavirus son
virus esféricos (fig. 1) de 80-160nm de
didmetro, con envuelta de bicapa lipidica
y que contienen ARN monocatenario
de polaridad positiva de entre 26 y 32
kilobases de longitud y simetria helicoidal
(11-13nm de diametro) (1). El genoma de
referencia para el SRAS-CoV-2 propuesto
por GenBank posee 29.903 pares de bases
(fig.2). Es el mayor entre los virus ARN,
lo que explica su capacidad de recombi-
nacion genética con otros virus ARN.

La organizacion del genoma tiene un
orden caracteristico: 5'-replicasa, gen de
las espiculas, gen de la envoltura, gen de la
membrana, gen de la nucleocapside-3" (2).
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Figura 1. Morfologia de los coronavirus. Véase la corona de
espiculas.
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Figura 2. Estructura del genoma de los coronavirus SARS-CoV-1,
MERS-CoV y SARS-CoV-2.

Este genoma del virus SARS-CoV-2 codifica, por
tanto, 4 proteinas estructurales: la proteina S (spike
protein), la proteina E (envelope), la proteina M
(membrane) y la proteina N (nucleocapsid).

La proteina N esta en el interior del virién asociada
al RNA viral, y las otras tres proteinas estdn
asociadas a la envuelta viral. La proteina M de 25
Kdal esta integrada en la membrana y es la proteina
mas abundante de la envoltura, y la proteina E,
escasa, cuya funcién principal es el ensamblaje
virico. La proteina S forma estructuras de 20nm que
sobresalen de la envuelta del virus, como pétalos, y
conforman unas protrusiones muy espaciadas en la
superficie de la particula, que acaban en un copete
mas amplio, dando la forma de una corona, que es
el origen del nombre de estos virus (figura 1). Esta
glicoproteina S contiene dos subunidades, S1, que
actia como el ligando que se une a receptores de
superficie de la célula diana, y S2, que interviene en
la fusion de la envoltura del virién con la membrana
citoplasmica de la célula (3).

Ademas, la proteina S seria la responsable como
antigeno, de la produccion de anticuerpos.
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La glicoproteina S1 contiene el dominio de unién
al receptor de las células que infecta, unidén que se
realiza por el dominio RBD (Receptor Binding
Domain) y tiene lugar con el receptor celular
ACE-2 (Angiotensin Converting Enzyme-2) (4-7).

Entre las células que poseen el receptor ACE-2
destacan las de la mucosa nasal y faringea, la
conjuntiva, los neumocitos pulmonares, las células
intestinales y renales, el endocardio, testiculos y
células nerviosas cerebrales (8). Las dos primeras
podrian ser la puerta de entrada del virus en los
individuos.

El mecanismo de actuaciéon del virus dentro de
las células, aunque no esta al 100% identificado
molecularmente, sigue el patrén habitual de virus
con envuelta (fig. 3):

1. Adsorcion. El virus, que se une a la célula
hospedadora e introduce su material genético,
es muy especifico y unicamente infecta a un
determinado tipo de células, las que poseen el
receptor ACE-2, en el caso del SARS-CoV-2

2. Penetraciéon. La membrana de estos virus es de la
misma naturaleza que la membrana celular, por
lo que puede ocurrir una fusién de membranas,
y entra solo la capside, o puede entrar por
endocitosis, y la envuelta del virus se fusiona
con el lisosoma.

3. Decapsidacion. El material genético queda libre
en el citoplasma a través de diferentes enzimas
que degradan las proteinas viricas.

4. Sintesis y replicacién. En el SARS-CoV-2, al ser
un virus con ARN, esta fase ocurre solamente
en el citoplasma. El virus utiliza la maquinaria
celular para su replicacion (creacion de copias)
del ARN y para la sintesis de las cuatro proteinas
que ya hemos comentado.

5. Ensamblamiento. En este momento, la célula
posee copias de ARN del virus y de proteinas
tlotando en el citoplasma. Por diferentes
mecanismos, y la actuacién de la proteina E,
estas proteinas se van uniendo dejando en su
interior una copia del ARN viral. Las nuevas
proteinas estructurales y accesorias recién
sintetizadas son transferidas desde el reticulo
endoplasmatico al aparato de Golgi, donde se
ensamblan los nuevos viriones.

6. Liberacion. Tiene lugar por mecanismos
de exocitosis, lo que les facilita rodearse de
membrana. Es decir, la membrana del los virus
con envuelta se origina de la membrana celular a
la que ha infectado (9).

El virus, una vez en el interior de las células parasi-
tadas podria desencadenar una reacciéon inmuno-
logica (véase mas adelante), pero también se
ha comprobado que inhibe la producciéon y el
mecanismo de accion del interferdn, respuesta
defensiva del organismo frente a todos los virus.


https://www.enciclopediasalud.com/categorias/ecologia-biologia-y-biomedicina/articulos/que-es-un-virion

100

ANALES RANM

muwmwﬂmuummfwonwmmw
ion of S1 (spike) with
mummtmnnmmmm

b

Host ribosome

Release of nCOV genome

W;ma (+ sense, ~30kb in length)

Translation of viral polyprotein
R phm’ 1a/1ab (ppla/pplab)

RMA genome
(- sense)

Angiotensin oannm Enzyme (ACE) 2

Prote-olys s to generate with

mature virion CoV inside
golgi vesicle
\ ER-Golgi
S, E, and M proteins combine intermediate
nucleocapsid compartment
.apwa"r'“"m“

nsu:ldandb
Genomic RNA replication
SgRNA transcription

AN Nucleocapsid (N) @
AN Spike (51 ss:wT

Assembly of

Nucleocapsid
Cov genome

NWMOCJPSJU
asm

a o

Genomic and subgenomic

RNA (SgRNA) (+ sense) AN Envelope (E) &

ANNANAN (ON )

—‘ Translation of viral fwf.gdf‘
structural proteins
J S MandEprtens 5 koo
at ER membrane

Figura 3. Ciclo replicativo intracelular del SARS-CoV-2(9). Explicacion en el texto.

Los coronavirus son dificiles de cultivar a partir
de muestras de los enfermos. Algunas cepas se
han desarrollado en cultivos de células diploides
humanas, pero la mayoria se han aislado en cultivos
de células de traquea humana embrionaria. Su
crecimiento se demuestra por el cese del movimiento
ciliar y la observacién de los virus por microscopia
electronica o inmunomicroscopia electronica. Sin
embargo, algunas cepas se han podido adaptar en
cultivos celulares, lo que ha permitido la practica
de encuestas seroldgicas en la poblacién, mediante
reacciones de neutralizacién, fijacién de comple-
mento y ELISA. Mediante la primera se pudo
comprobar ya en 1980, que alrededor del 50% de los
ninos de 5-7 aitos y el 80% de los adultos presentaban
anticuerpos, que indican infecciones anteriores (10).

Otro aspecto de gran interés es la relacion genética
de los coronavirus entre si, para conocer el posible
origen de las epidemias. Desde que en 1965, Tyrre
y Bynoe cultivaron un virus obtenido de las vias
respiratorias de un nifio con resfriado comun (2),
gran numero de trabajos comprobaron particulas
similares en pollos, ratas, ratones, pavos y otras aves,
bovinos, camellos y dromedarios, rumiantes salvajes,
ballenas beluga, perros, gatos, conejos y cerdos, que
daban manifestaciones clinicas muy variadas. Pero
pronto los estudios comprobaron que la relacién
genética mds cercana era con los virus de los murcié-
lagos. Esta cercania genética y su capacidad de
recombinacién se comprobaron en el SARS-CoV-1
con los virus de los murciélagos y civetas, y en el

MERS-CoV con los de murciélagos y dromedarios
(11). En el caso del virus SARS-CoV-2, la homologia
del ARN con el SARS-CoV-1 es del 60%, (fig. 2),
pero con el BatCoV-RaTG13 hallado en poblaciones
de los llamados murciélagos de herradura de la
provincia de Yunnan (China) (Rhinolophus affinis)
es del 96,2%. Sin embargo, el hecho de que este
virus del murciélago presente diferencias en mas
de 1.100 nucleoétidos con el SARS-CoV-2 plantea
dudas sobre que pueda ser su origen inmediato, y
sugiere la necesidad de que haya evolucionado en
otro hospedador intermediario. El virus del pangolin
malayo posee una similitud el 91.02% con el genoma
del SARS-CoV-2 y por ello, para algunos autores, ese
podria ser el huésped intermediario (12).

TECNICAS DE LABORATORIO

Diagnéstico directo para la busqueda del virus

La técnica de referencia es la RT-PCR o reaccion
en cadena de la polimerasa, en la que se detecta el
ARN del virus, y permitiéndonos la cuantificacion
mediante la determinaciéon de la carga virica (13).
Normalmente se hace mediante toma con hisopo
de secreciones nasofaringeas. Recientemente, en
un estudio realizado en individuos que acudieron a
un hospital por una infeccion respiratoria aguda se
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realizaron dos tomas, una con hisopo nasal y otra en
saliva. La prevalencia hallada en la muestra respira-
toria fue del 9,5% y la especificidad fue del 84.2%.
La concordancia entre ambas tomas fue del 97.5%.
El estudio en saliva, podria ser una muestra alterna-
tiva y, segtin sus autores, facilitaria la recoleccion de
muestras y la mejoria en el diagnostico (14).

Deteccion del antigeno

La detecciéon del llamado antigeno virico, que
también se realiza con un hisopo a partir de nasofa-
ringe, consiste en el hallazgo de cualquier fragmento
de las proteinas de la superficie del virus, mediante
inmunoensayo fluorescente (SOFIA-2). Ha sido
estudiado en la corporacién Quidel de San Diego,
y aprobado por la FDA (15). Se necesita captar una
gran cantidad de proteinas para poder detectar una
infeccidén positiva, lo que explica que existan un
mayor niimero de falsos negativos. Una de las ventajas
es la rapidez de la técnica, que se puede llevar a cabo
en 15 minutos.

Deteccion de anticuerpos

Deteccion rapida: TDR. Consiste en una inmunocro-
matografia, similar a la prueba de embarazo, ya que
muestra lineas de color para los sueros positivos.
Permite detectar IgM e IgG (fig. 4). Son sencillas
y rapidas. Pero con una sensibilidad que permite
el escape de casos positivos, lo que explicaria el
elevado nimero encontrado de casos negativos. En
estudios comparativos de los test rapidos y el ELISA
se demostro la alta variabilidad de los primeros (13).
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La técnica de referencia es el ELISA (enzimoinmu-
noandlisis). Ademads de detectar IgM e IgG, permite
la cuantificacién de los anticuerpos. Utiliza una
placa de pocillos recubiertos por la proteina S del
virus, que se incuban con el suero a estudiar. Es muy
sensible y especifica.

Cinética de las pruebas diagndsticas

En la figura 5 aparece reflejada la cinética dela PCRy
de los anticuerpos en la infeccidn por el virus. Tras el
contacto con el virus comienza un periodo asintoma-
tico que puede durar varios dias, en el cual raramente
se utiliza ninguna técnica diagnéstica. Con el inicio
de los sintomas podemos detectar el ARN por PCR,
que inicia su aumento, descendiendo posterior-
mente a medida que el sujeto comienza a recupe-
rarse, desapareciendo a los 20-21 dias. Esta prueba
de diagndstico busca fragmentos genéticos de una
infeccion activa o menguante. Un resultado positivo
después de la desaparicion de los sintomas, no indica
necesariamente una reinfeccion. Se han descrito PCR
positivas pasados 28 dias.

Sobre los dias 6 o 7 comienza la respuesta de
anticuerpos, siendo la IgM la primera. A los 14-17
dias aparece la IgG, que se eleva notablemente,
manteniéndose en forma de meseta unos 35 dias,
aproximadamente. En pacientes hospitalizados
y recuperados, las tasas de IgG son similares en
hombres y mujeres, pero presentan un titulo mas
alto en relacién a la gravedad del paciente, asi como
en ancianos, probablemente porque presenten una
mayor gravedad (16). Estos anticuerpos pueden
proporcionar una inmunidad a largo plazo.
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Figura 5. Cinética de las
pruebas diagnésticas del
virus SARS-CoV-2.

INCERTIDUMBRES

Debido al elevado numero de pruebas diagnosticas
y a sus resultados poco concordantes, sobre todo,
si lo relacionamos con los cuadros clinicos, surgen
una serie de dudas y problemas en la interpretacion
de procesos, creando una verdadera incertidumbre.
Dichas dudas son numerosas, pero las sintetizaremos
en diversos apartados: Duraciéon de la inmunidad,
reinfecciones, capacidad real de la neutralizaciéon de
los anticuerpos y aparicidn de nuevas patologias.

Duracién de la inmunidad: Realmente no sabemos
con certeza la duracion de los anticuerpos y si
la inmunidad que proporcionan los mismos es
duradera. Tenemos como ejemplo la pandemia del
SARS por el virus CoV-1, que desaparecié de forma
rapida, y de la cual se conservan sueros de pacientes
que la padecieron y que nos puede hacer pensar en
una inmunidad adecuada tras varios afios. En el caso
del SARS-CoV-2 el tiempo transcurrido es todavia
demasiado corto para asegurar cualquier hipotesis.

Sobreinfeccién o reinfeccion: Puede deberse al
contacto con otros coronavirus humanos, al fallo de
una hipotética inmunidad protectora, a la exposi-
cién a formas genéticamente distintas de la misma
cepa viral o al desprendimiento de fragmentos de ARN
capaces de ser captados por la técnica de ensayo, dando
lugar a resultados falsos positivos de la PCR (17).

Capacidad real de la neutralizaciéon de los
anticuerpos:Para conocer esta capacidad con exactitud
se requieren ensayos de neutralizacién, con suero o
plasma de pacientes, y asi comprobar enfrentandolos a
virus, la inhibicion de su capacidad replicativa.

Posible aparicion de nuevas patologias: Se han denomi-
nado ADE (Antibody Dependent Enhancement) a
procesos debidos a la fijaciéon de la fracciéon Fc de
anticuerpos no neutralizantes, capaces de estimular

diversas células del sistema inmune. Serian un paso
clave en la progresion de la enfermedad de su forma
leve a severa (18). Asi mismo, podrian explicar la
disregulacién inmune, incluida la apoptosis de células
inmunes, que promueve el desarrollo de linfopenia de
células T, y una cascada inflamatoria con la acumula-
cién pulmonar de macroéfagos y neutréfilos, asi como,
una tormenta de citocinas (19). Quizd el fendémeno
ADE sealarazon por la cual el curso del SARS-CoV-2
es mas severo en las personas mayores, en compara-
cién con las mas jovenes, debido a que la produccién
de anticuerpos es en ellas mas lenta y no suficiente
para neutralizar los virus.

Otras posibles patologias que puedan darse, como
fibrosis pulmonar, dafos intestinales, renales,
cerebrales, dermatoldgicos, etc. deben de ser conside-
rados en un futuro proximo.

¢QUE ES LO QUE PODEMOS Y DEBEMOS BUSCAR PARA
SOLUCIONAR LOS PROBLEMAS PLANTEADOS?

Algunos de los grados de incertidumbre encontrados
desde el comienzo de la pandemia de SARS-CoV-2
hasta ahora, han ido creciendo conforme pasaba
el tiempo y, a pesar de existir numerosos estudios
de todo tipo en todo el mundo y por ello, una
amplia bibliografia, es absolutamente necesario que
transcurra atin mds tiempo para encontrar soluciones
adecuadas.

La formacion de grupos de investigacion formados
por microbidlogos, inmunodlogos, clinicos vy
epidemiologos, con un seguimiento conjunto en
amplias cohortes de todos los resultados, es la tnica
solucion a los problemas que hemos planteado, asi
como todos aquellos que de hecho puedan aparecer
y asi podremos profundizar en las innumerables
incognitas cientificas.
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