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Resumen

El diagndstico de la infeccion por SARS-CoV/-2 fue un componente esencial para el control de la pandemia de COVID-19.
Los métodos diagndsticos se agrupan, principalmente, en pruebas moleculares, pruebas de deteccion de antigenos y
pruebas seroldgicas, cada una con aplicaciones y limitaciones especificas segun la fase de la infeccion. Las pruebas mole-
culares, como la reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa en tiempo real (rRT-PCR), se siguen consi-
derando el referente en el diagndstico etioldgico por su alta sensibilidad y especificidad. Sin embargo, para este ensayo se
requieren numerosos pasos manuales que son largos y propensos a errores, situacion que llevd al desarrollo de métodos
alternativos. Estos ultimos han sido utilizados e incluso han demostrado un mayor rendimiento diagndstico que la prueba
adoptada como preferente a lo largo de la pandemia. El objetivo es describir los métodos diagndsticos conocidos y las
pruebas alternativas que se desarrollaron durante la pandemia de COVID-19.
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Abstract

The diagnosis of SARS-CoV-2 infection was an essential component for controlling the COVID-19 pandemic. Diagnostic
methods are primarily grouped into molecular tests, antigen detection tests, and serological tests, each with specific appli-
cations and limitations depending on the phase of the infection. Molecular tests, such as real-time reverse transcription-
polymerase chain reaction (rRT-PCR), continue to be considered the gold standard for etiological diagnosis due to their high
sensitivity and specificity. However, this assay requires numerous manual steps that are time-consuming and error-prone, a
situation that led to the development of alternative methods. These alternatives have been utilized and have even demons-
trated higher diagnostic performance than the test adopted as the preferred standard throughout the pandemic. The objec-
tive is to describe the known diagnostic methods and the alternative tests developed during the COVID-19 pandemic.
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Introduccion

El coronavirus del sindrome respiratorio agudo
severo (SARS-CoV-2), es un nuevo coronavirus que
surgio en diciembre de 2019 en Wuhan, China. A pesar
de la pronta identificacion del virus y las medidas sani-
tarias implementadas en China, las acciones no evita-
ron su propagacién, culminando en una pandemia’?.
La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) declaré
este nuevo coronavirus como pandemia el 11 de marzo
del 2020. Desde su aparicion y hasta el 7 de diciembre
de 2025, ha provocado 778,994,897 de casos de enfer-
medad por coronavirus 2019 (COVID-19), incluyendo
mas de siete millones de muertes reportadas®. Desde
entonces, la COVID-19 ha representado un reto para
la salud publica por su rapida propagacion, presenta-
cion heterogénea y con una alta prevalencia de infec-
ciones asintomaticas que promueve su transmision a
grupos vulnerables®.

Si bien la identificacion inicial y la posterior implemen-
tacion de métodos de diagndstico fueron extremada-
mente rapidas, la pandemia no pudo ser contenida, a
diferencia del brote de SARS-CoV-1 de 2002-2003.
Una razdn para esto es la eficiente propagacion del
SARS-CoV-2, y en parte debido a las personas asinto-
maticas que pueden transmitir el virus sin ser detectadas.
Debido a la magnitud de la pandemia, la OMS reco-
mendd la realizacion generalizada de pruebas para el
SARS-CoV-257. Sin embargo, la respuesta global a la
pandemia vari6 considerablemente, y algunos gobiernos
impusieron confinamientos domiciliarios; cierre de
escuelas, lugares de trabajo y transporte publico y/o
restriccion de viajes nacionales e internacionales para
intentar mitigarla®®. En la actualidad, intervenciones no
farmacoldgicas, como la administracion de dosis de
refuerzo de vacuna y el uso de equipo de proteccién
de forma individual, siguen siendo recomendadas con
la finalidad de reducir la transmision y gravedad de la
enfermedad'®'". Las pruebas siguen siendo una medida
crucial para controlar la transmision del SARS-CoV-2,
ya que la identificacion de un caso positivo permite a
las personas tomar las medidas adecuadas para pre-
venir una mayor transmisiéon, como el aislamiento, el
uso de mascarillas y la blsqueda de atencion médica'.
Ademas, la evidencia indica que los casos positivos con
riesgo de enfermedad grave se benefician de la medi-
cacion antiviral temprana. Por lo tanto, la identificacion
oportuna de estos pacientes de alto riesgo ayuda a
reducir el riesgo de progresion a enfermedad grave. A
nivel poblacional, las pruebas desempefian un papel
fundamental al identificar a las personas infectadas
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que, aunque asintomaticas o presintomaticas, propagan
la enfermedad. Esto permite a las autoridades sanita-
rias rastrear la propagacion de la infeccién, implementar
intervenciones especificas y asignar recursos de forma
eficaz'™,

La importancia del diagndstico temprano de los casos
de COVID-19 fue reconocida desde las primeras fases
de la pandemia y motivo que un gran nimero de fabri-
cantes abordaran activamente su disefo, desarrollo,
validacion, verificacién, e implementacion. Rapidamente
se desarrollaron cientos de pruebas moleculares
e inmunoensayos. Actualmente, existen mas de una
decena de kits comerciales de deteccion de SARS-
CoV-2, que han recibido autorizacién para su uso por
la Food and Drug Administration de Estados Unidos
(FDA) y por el Instituto de Diagndstico y Referencia
Epidemiolégica (INDRE) de México. Los principales
tipos de pruebas disponibles son: 1) pruebas que iden-
tifican regiones genéticas virales especificas mediante
técnicas moleculares, como la amplificacién de acidos
nucleicos por reaccién en cadena de la polimerasa con
transcripcion inversa en tiempo real (RT-qPCR), con-
siderada actualmente el estandar de oro; 2) pruebas
que detectan los anticuerpos producidos por el sistema
inmunoldgico en respuesta a la infeccion viral (pruebas
de serologia de inmunoglobulina M e inmunoglobulina
G (IgM/1gG); y 3) pruebas de antigeno mediante ensa-
yos de inmunocromatografia de flujo lateral.

La especificidad y sensibilidad de las diferentes téc-
nicas de diagndstico difiere del momento en el que se
realiza la prueba (Figura 1). Durante el periodo de incu-
bacion, las pruebas actualmente disponibles son inefi-
caces, debido a la baja cantidad de RNA, o a la no
deteccion de proteinas virales y la ausencia de anti-
cuerpos. Por lo tanto, se requieren métodos mas sensi-
bles para la deteccion temprana del virus y técnicas
como los enfoques basados en clusteres de repeticiones
palindromicas cortas regularmente interespaciadas/
Cas (CRISPR/Cas), la PCR digital y la quimioluminiscen-
cia, que se han desarrollado en entornos de investiga-
cién han demostrado un mayor rendimiento (Figura 2)'.
En esta revision se describen varios métodos disponi-
bles para la deteccidn sensible y especifica del SARS-
CoV-2.

Métodos moleculares

Los métodos moleculares son técnicas que permiten
detectar el ADN, ARN y proteinas. Entre las herramien-
tas disponibles, los métodos moleculares destacan
por su alta sensibilidad y especificidad, al permitir la
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Figura 1. Métodos de laboratorio para la deteccion del SARS-CoV-2.

deteccion directa del material genético viral. La reac-
cién en cadena de la polimerasa con transcriptasa
inversa en tiempo real (rRT-PCR) es considerada el
estandar de oro para el diagndstico etioldgico de la
infeccion por SARS-CoV-2, permitiendo la deteccion
especifica de material genético viral en multiples tipos
de muestras clinicas (nasofaringeas, orofaringeas,
saliva, esputo o heces). La RT-gPCR combina la trans-
cripcion reversa y la PCR con la deteccion fluorescente
en tiempo real. El incremento de fluorescencia es
proporcional a la cantidad de material genético ampli-
ficado, lo que permite detectar y cuantificar el ARN
viral'®, Los ensayos de RT-gPCR disefiados para
SARS-CoV-2 suelen dirigirse a genes altamente con-
servados del genoma viral, como ORF1ab (incluyendo
RdRp), N, E y S. A lo largo de la pandemia se han
comercializado multiples kits con diferente disefio de
primers y genes diana'’. Mds de 350 kits RT-PCR con-
vencionales estan disponibles comercialmente, de los
cuales al menos 29 han sido autorizados por la FDA
para uso clinico en Estados Unidos'®.

El rendimiento diagndstico de los diferentes kits comer-
ciales muestra variabilidad en el limite de deteccion y
sensibilidad, influenciado por el tipo de muestra, la cali-
dad de ésta y el tiempo que ha transcurrido desde el
inicio de los sintomas hasta su obtencién. Un metaana-
lisis sistematico que evalud multiples estudios sobre PCR
comerciales encontrd una sensibilidad global promedio
del 80.5%, con significativas variaciones entre kits. Los
kits como GeneFinder, InBios, NXTAG y Simplexa mos-
traron mejor rendimiento y se encontrd una especificidad
global alta, de un 97.9%'°. En otro estudio comparativo
de deteccién clinica, varios kits comerciales (Altona,
Thermo , Multiplex, Meril, SD Biosensor, LabGun) alcan-
zaron sensibilidad cercana o igual a 100% para ciertos
genes diana, aunque fueron observadas diferencias lige-
ras entre objetivos genéticos. Aunque todos los kits
RT-PCR ofrecen alta especificidad, la sensibilidad clinica
varia dependiendo del disefio del kit, nimero y seleccion
de genes diana, y calidad de las muestras®.

Para realizar la técnica de RT PCR se requieren nume-
rosos pasos manuales, que son largos y propensos a
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Figura 2. Nuevas técnicas para el diagnostico de SARS-CoV-2.

errores. Estos incluyen la preparacion de las soluciones,
la extraccion y la purificacién de los acidos nucleicos y
la elaboracion de la mezcla maestra para el dispositivo
de amplificaciéon. Todo esto requiere equipo especiali-
zado y demora la obtencion de resultados. Los inconve-
nientes técnicos pueden evitarse utilizando plataformas
de PCR automatizadas. Estas plataformas automatiza-
das integran los pasos de extraccién de acidos nuclei-
cos, amplificacion y lectura de resultados, reducen los
riesgos de error humano y aumentan la capacidad ins-
talada de los laboratorios con alta demanda de pruebas.
Estos sistemas, como Cepheid Xpert Xpress, BD MAX,
Roche cobas y Hologic Aptima, han demostrado alta
precision diagndstica, con sensibilidad y especificidad
generalmente >90 %?'.

Durante la pandemia de COVID-19, la amplificacion
del ARN a partir de muestras de hisopado nasofarin-
geo mediante RT-PCR se convirtié en el método mas
comun para diagnosticar la enfermedad y se considera
la prueba molecular de referencia para el diagndstico

de COVID-19 y otras enfermedades infecciosas. Sin
embargo, la necesidad de equipos especializados y
tiempos de respuesta prolongados ha impulsado el
desarrollo y validacion de métodos alternativos que
pueden ampliar la capacidad diagndstica, reducir tiem-
pos de reporte y facilitar la aplicacion en entornos con
recursos limitados. Las principales técnicas alternati-
vas son RT-LAMP (amplificacién isotérmica), PCR digi-
tal (dPCR) y métodos CRISPR/Cas integrados con
amplificacion isotérmica o independientes. Estos méto-
dos superan algunas de las limitaciones de la PCR,
proporcionando soluciones mas rapidas, rentables y
portatiles.

La RT-LAMP (amplificacion isotérmica mediada por
bucle con retrotranscripcidn) es una técnica de diagnds-
tico molecular rapida y sensible que permite amplificar
acidos nucleicos a temperatura constante (60-65 °C)
sin requerir un termociclador. Este método combina la
retrotranscripcion del ARN viral a ADNc y su posterior
amplificacion en una unica reaccion. Para ello, utiliza
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Figura 3. Fundamento del LAMP para el diagnéstico para la deteccion SARS-CoV-2.

un conjunto de 4 a 6 cebadores especificos (F3, B3, N, E, RdRp u ORF1ab. Finalmente, el uso de una ADN
FIP, BIP vy, opcionalmente, LoopF y LoopB) dirigidos polimerasa con actividad de desplazamiento de cadena
a regiones conservadas del genoma viral, tales como (Bst) permite la formacion de estructuras en bucle,
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Figura 4. Fundamento del PCR digital para el diagnoéstico para SARS-CoV-2.

logrando una amplificacion exponencial rapida y alta-
mente especifica (Figura 3)>.

En comparacién con la PCR, la LAMP presenta
varias ventajas. Es una tecnologia mas sencilla y
puede operar en condiciones isotérmicas, lo que la
hace adecuada para diagndsticos rapidos sin necesi-
dad de equipos de laboratorio complejos. Una limita-
cién notable de la LAMP es su susceptibilidad a la
amplificacion inespecifica, 10 que puede reducir su pre-
cision diagndstica especialmente en muestras clinicas
complejas. Una revision sistematica centrada en el
diagnostico de la COVID-19 revel6 que la sensibilidad
y la especificidad combinadas de la LAMP fueron del
92% y el 99%23, respectivamente, mientras que la PCR
alcanz6 una sensibilidad ligeramente superior, del
96%, y una especificidad del 100%. Por las ventajas y
precision diagnostica durante la pandemia de COVID-
19, la LAMP fue utilizada como una alternativa a la
PCR para la deteccion del virus SARS-CoV-2. El bajo
costo y la velocidad de la LAMP la hacen especial-
mente valiosa en regiones con recursos limitados?2.

A lo largo de la pandemia de SARS-CoV-2, la dPCR
demostrd tener mayor sensibilidad comparada con el
estandar de diagndstico, especialmente para cargas
virales bajas o muestras dificiles. Como principio basico,
la dPCR divide una mezcla de reaccion (que contiene

la muestra de ARN/ADN, cebadores, sondas y mezcla
de PCR) en miles de microrreacciones individuales (par-
ticiones/droplets o microceldas). Cada particion puede
contener cero o0 pocos blancos de nucledtido. Tras la
amplificacion por PCR, se detecta la presencia o ausen-
cia de sefial fluorescente en cada particion (Figura 4),
esto permite el cdlculo directamente del nimero de
copias en la muestra, sin necesidad de una curva estan-
dar. Numerosos estudios han comprobado que RT-
dPCR mejora la deteccion de SARS-CoV-2 frente a
RT-gPCR?*26,

Pruebas de deteccion de antigenos

Las pruebas de deteccion de antigenos constituyen,
junto con las pruebas de amplificacién de acidos
nucleicos (NAAT, como la RT-PCR) y la serologia, una
de las tres metodologias fundamentales para el diag-
nostico de SARS-CoV-2. Su utilidad clinica radica en
la rapidez de obtencion de resultados y su viabilidad
operativa en el punto de atencion (point-of-care), per-
mitiendo la descentralizacién del diagnéstico”2°.

Estos ensayos detectan la presencia directa de
proteinas virales en muestras respiratorias. La diana
principal es la proteina de la nucleocépside (N) debido
a su abundancia relativa y conservacion estructural,
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detectada mediante plataformas de inmunoensayo de
flujo lateral (LFA) o inmunofluorescencia (IF)3°-%2, Estos
dispositivos ofrecen resultados cualitativos en un lapso
de 15 a 30 minutos, facilitando el triaje en entornos de
urgencias y atencién primaria®.

La especificidad de las pruebas de antigenos es
consistentemente elevada. La revision sistematica mas
reciente de Cochrane (2025), que analizd 146 estudios
con mas de 144,000 muestras, reportd una especificidad
promedio del 99.5% (IC 95%: 99.5%-99.6%) en pobla-
ciones asintomaticas, lo que minimiza la ocurrencia de
falsos positivos y otorga un alto valor predictivo positivo'.
Estudios previos ya situaban este parametro entre
el 99.5% y el 100%%>%. Sin embargo, la sensibilidad
es heterogénea y depende criticamente del contexto
clinico:

— Personas asintomaticas versus sintomaticas: segun
el metaandlisis de Cochrane (2025), la sensibilidad
promedio en personas asintomaticas es del 55.0%
(IC 95%: 50.9%-59.0%), siendo ligeramente supe-
rior (58.6%) cuando existe una sospecha epidemio-
I6gica de contacto, 0 en personas sintomaticas en
comparacién con el tamizaje general (53.0%)%.

— Carga viral (valores de Ct): existe una correlacion
inversa entre el valor del ciclo umbral (Ct) de la
RT-PCR y la sensibilidad del antigeno. La sensibi-
lidad es alta en muestras con alta carga viral
(Ct < 25), alcanzando valores de hasta el 100%*.
No obstante, el rendimiento desciende en mues-
tras con carga viral baja (Ct > 30-35), con sensi-
bilidades que pueden caer por debajo del 20% en
estos subgrupos®®31,

— Impacto de la vacunacién y variantes: estudios
longitudinales  (2020-2023) han observado una
disminucion en la sensibilidad clinica de las prue-
bas rapidas a lo largo de la pandemia, reportando
una sensibilidad general del 34.5% en entornos de
cribado clinico durante la era de la variante
Omicron®. Este fenémeno se asocia a la modifi-
cacion de la presentacion clinica: la vacunacion y
la inmunidad previa reducen la frecuencia de sin-
tomas clasicos, lo cual correlaciona con cargas
virales o tiempos de excrecion que pueden limitar
la deteccién antigénica®*.

Debido a la cinética viral, la OMS y la evidencia acu-
mulada recomiendan el uso de estas pruebas dentro
de los primeros 5 a 7 dias del inicio de los sintomas,
periodo donde la carga viral es maxima y la correlacion
con la infectividad es mayor3%:34,

Aprovechando esta ventana de oportunidad diagnds-
tica, la innovacion tecnoldgica ha simplificado las pla-
taformas de flujo lateral para permitir su uso fuera del
entorno sanitario, empoderando al usuario para gestio-
nar su propio diagndstico de manera auténoma con la
implementacién de autopruebas (self-tests).

Para verificar si esta independencia técnica mantiene
el rigor clinico necesario, se llevd a cabo un estudio
prospectivo en el Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias Ismael Cosio Villegas (INER) evaluando
el dispositivo Abbott™ PANBIO™ COVID-19 TEST. Los
resultados validaron que la autoprueba mantiene una
especificidad del 100% (IC 95%: 96.4-100%), indicando
una ausencia de falsos positivos cuando es realizado
por el paciente sin entrenamiento médico®.

En términos de sensibilidad, el estudio reportd un
valor global del 71.2% (IC 95%: 62.5-79.9%). No
obstante, se confirmé que el rendimiento es tiempo-
dependiente:

— Fase temprana (< 48 horas): la sensibilidad alcanzé
un 93% cuando la prueba se realizé dentro de los
primeros dos dias del inicio de los sintomas®.

— Fase tardia (= 4 dias): la sensibilidad disminuyo
al 58% en pacientes con cuatro 0 mas dias de
sintomatologia®.

En conclusidn, las pruebas de antigenos son herra-
mientas de alto valor para la confirmacion rapida de
casos, especialmente en presencia de sintomas y alta
carga viral. Un resultado positivo en una autoprueba,
particularmente dentro de las primeras 72 horas con-
firma el diagndstico con certeza. Sin embargo, dada la
sensibilidad variable (34.5%-55% en asintomaticos o
vacunados), un resultado negativo no descarta la infec-
cién y requiere confirmacion mediante RT-PCR si la
sospecha clinica persiste.

Pruebas seroldgicas

Estos ensayos detectan la presencia de anticuerpos,
proteinas producidas por el sistema inmunitario en res-
puesta al contacto con un antigeno. Los anticuerpos
también se denominan inmunoglobulinas (Ig). Existen
cinco clases de anticuerpos: IgM, IgD, 1gG, IgA e IgE,
que se diferencian por sus regiones C-terminales. La
IgM es el primer anticuerpo producido durante una
infeccién, mientras que la IgG es el mas abundante en
el suero y aparece de forma mas tardia. Los anticuer-
pos se secretan en mucosas y en sangre, y neutralizan
los patdgenos al unirse a los antigenos e inactivarlos.



Por lo tanto, la neutralizacion mediada por anticuerpos
evita que el virus infecte las células??.

Estas pruebas no se utilizan para el diagndstico de
la infeccién aguda por SARS-CoV-2 debido a su baja
sensibilidad durante la primera semana desde el inicio
de los sintomas. Se ha reportado una sensibilidad de
hasta el 90% en la segunda semana tras el inicio de
los sintomas®®. Son Utiles para: 1) el diagnéstico retros-
pectivo de personas con sintomas compatibles con
CQOVID-19 agudo que no se han sometido a RT-PCR,
0 con resultados negativos 0 no concluyentes; 2) la
estimacion del momento de la infeccidn para ayudar a
definir el periodo infeccioso; y 3) la realizacién de
encuestas seroldgicas para evaluar las tasas de expo-
sicién e infeccion en una poblacién determinada®’.

Para confirmar la infecciéon se requiere demostrar
seroconversién o un aumento de al menos cuatro
veces en los titulos de anticuerpos entre el suero de
fase aguda y el de fase convaleciente. Para la detec-
cién de anticuerpos frente al SARS-CoV-2, existen
pruebas de serologia tanto desarrolladas internamente
como comerciales basadas en distintos métodos, como
la inmunocromatografia de flujo lateral, los ensayos de
inmunoadsorcion ligados a enzimas (ELISA), la inmu-
nofluorescencia indirecta (IFA) y las pruebas de neu-
tralizacion viral®®.
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