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Resumen

Introduccién: El nuevo coronavirus SARS-CoV-2, es el agente etioldgico de la
enfermedad por coronavirus de 2019 (COVID-19), convertida rapidamente en una
emergencia sanitaria y una crisis de salud publica en los paises afectados a lo largo
de los cinco continentes. Objetivos: describir algunas consideraciones sobre el
diagnéstico del Covid-19 y el papel de la saliva en el mismo. Resultados y discusion:
El diagndstico molecular, la historia clinica, las manifestaciones clinicas, los hallazgos
de laboratorio y los imagenoldgicos, y la prueba viral del acido nucleico, el
diagndstico seroldgico, el sistema CRISPR/Casl13 y la técnica SHERLOCK son
elementos todos del arsenal diagndstico de esta infeccidn. Conclusiones: Estos
elementos son imprescindibles para el trabajo de los profesionales en salud, ya que
generar y conocer medidas de identificacidon diagndstica, son pilares esenciales, en el
intento de mitigar una mayor propagacion de esta infeccion.
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Introduccion

Los coronavirus son virus ARN monocatenarios positivos pertenecientes a la familia
Coronaviridae. Las infecciones humanas CoV son causadas por a- and B-CoVs. Se
han descrito siete coronavirus con potencial de infeccion del ser humano, tres de
ellos son patdégenos con capacidad de causar cuadros respiratorios graves: los SARS
coronavirus (SARS-CoV) y MERS coronavirus (MERS-CoV). EIl MERS-CoV (coronavirus
del Sindrome Respiratorio del Medio Oriente), el SARS-CoV (coronavirus del
Sindrome Respiratorio Agudo Severo), y el SARS-CoV-2, (coronavirus que causa la
enfermedad por coronavirus del 2019, o COVID-19) son miembros de la familia de
los B-CoVs. 8

El brote inicial en un mercado local de mariscos en la ciudad de Wuhan, provincia de
Hubei, en China a finales de diciembre del 2019, se ha extendido mundialmente,
representando el mayor desafio sanitario en varias décadas, por lo que ha sido
calificada por la OMS como una pandemia global desde el 11 de marzo del 2020. *'*
4,6,9-13

El 8 de enero del 2020, este nuevo coronavirus fue oficialmente anunciado como el
patdgeno causante de la COVID-19, por el centro chino para el control y prevencion
de la enfermedad (CDC, por sus siglas en inglés). >

Inicialmente, se cree en el origen animal, y mas tarde se demuestra la transmision
posible de persona a persona. El 21 de enero del 2020, el COVID-19 fue clasificado
en la categoria B de las enfermedades infecciosas de alta prioridad. El 30 de enero,
la OMS declara el brote como una Emergencia de Salud Publica de Interés
Internacional (PHEIC, por sus siglas en inglés). > % 10

En febrero del 2020, el COVID-19 habia sido reconocido en 34 paises, con un total
aproximado de 81,000 casos confirmados y un total de 2,700 muertes. >’

En marzo del 2020, la OMS reportaba que esta infeccién se disemind sobre alrededor
de 100 paises y caus6 mas de 100,000 infecciones y mas de 3500 muertes. En esos
momentos el ritmo de mortalidad era incierto, pero estimable entre el 0.9%-3%. *
En mayo del 2020, aproximadamente 3.5 millones de casos y 250,000 muertes
alrededor del mundo fueron verificadas. > *°

La potencial exposicién al virus ha generado que la transmisibilidad del SARSCoV-2
haya variado desde su aparicion, hasta este momento en que continta la

propagaciéon a los paises de Europa, América y Africa, con una posibilidad de



contagio por cada enfermo mayor de 3 y menor de 5 personas sanas, dependiendo
de las costumbres de interaccién social y su medio cultural. 1% *°

La tasa total de casos globales fuera de China es de aproximadamente el 4.5%. Los
cinco paises con los mas altos acumulados confirmados de casos en el mundo eran
China, Italia, EE.UU., Espafia, y Alemania. *

Generar y conocer las medidas de prevencion, identificacién y gestidon, son pilares
esenciales para cualquier profesional de salud en el intento de mitigar una mayor

propagacion de esta infeccion. '°

Objetivos
Describir algunos parametros para el diagnostico de la Covid-19, y el papel de la saliva

en el mismo.

Resultados y discusion

La aproximacién al diagndstico del Covid-19, es todavia muy variable de regién a
region y de pais a pais. Un camino clinico para implementar la estrategia diagndstica
mas eficaz y pertinente es de gran importancia para establecer el control de la
infeccion. °

Actualmente, es posible predecir el prondstico utilizando sintomas, signos, vy
hallazgos imagenoldgicos, pero hay retos todavia en el camino. Los sintomas y
signos, y los hallazgos imagenoldgicos, son a menudo vistos mas tarde en el curso
de la enfermedad, por lo que la deteccién temprana puede ser dificil. °

La combinacién de la historia clinica, las manifestaciones clinicas, la TC de térax, y la
prueba viral, tiene una alta sensibilidad (92-97%). Globalmente, el diagndstico
temprano de esta infeccidn es todavia un reto importante, % > 891217

El ensayo del acido nucleico, el secuenciamiento del gen, y el examen seroldgico
(IgM vy IgG), frotis de garganta o muestras de sangre han sido desarrolladas para
establecer un diagndstico patoldgico. °

Prueba del acido nucleico

Posterior al brote inicial, muchas empresas de biotecnologia exitosamente han
desarrollado kits de deteccion del acido nucleico, y el centro chino de Administracién
de Comida y de Droga (CFDA, por sus siglas en inglés) ha urgentemente aprobado
un lote de kits cuantitativos fluorescentes y sistemas de secuenciamento genéticos.

La preocupacidon principal relacionada a la prueba del acido nucleico estuvo




relacionada a los falsos negativos. Para solucionar el problema de la baja eficacia de
deteccidn, algunas mejoradas pruebas rapidas de diagndstico del acido nucleico viral
han sido inventadas. Particularmente, un papel de prueba del acido nucleico,
utilizado para la deteccidon rapida del SARS-CoV-2 con una observacion ocular
desnuda en el lapso de tres minutos, ha sido exitosamente desarrollado. % % & 12
Diagnostico seroldgico

Las pruebas seroldgicas, actualmente estan todavia en desarrollo, debido a la
carencia de sensibilidad de un determinado nimero de pruebas, y de forma mas
importante, el retraso desde el tiempo en que se produce la infeccién hasta el
desarrollo de anticuerpos. Estas pruebas, en cambio, pueden servir como
herramienta Uutil para el analisis basado en la poblacion, con propdsitos
epidemiolégicos, mientras la prueba RT-PCR permanece como la mejor metodologia
para detectar las infecciones agudas. **

Las pruebas seroldgicas han sido usadas para diagnosticar infecciones con el SARS-
CoV y el MERS-CoV, pero no son Uutiles en la fase aguda de la infeccién. Otra
desventaja observada es la reactividad cruzada entre anticuerpos contra el SARS-
CoV, y los CoVs.

Los pacientes con SARS-CoV-2 poseen respuestas agudas seroldogicas. Combinado
con immunocromatografia, oro coloidal, y otras tecnologias, importantes reactivos de
deteccidon han sido desarrollados rapidamente. > % > 8 12

Hallazgos de laboratorio

En la fase temprana, la cuenta de gldbulos blancos es normal o disminuida, con una
cuenta linfocitaria disminuida. Si la cuenta de linfocitos absoluta es <0.8 x 109/L o
el conteo de células T CD4+ y CD8+ son significativamente disminuidos, esto
requiere atencion extrema. Es generalmente recomendado comprobar los cambios
de sangre rutinarios después de 3 dias. Los factores inflamatorios son a menudo
aumentados en los pacientes severos y criticos. *

Los hallazgos de laboratorio incluyen trombocitopenia, leucopenia, linfopenia y
eosinopenia, segun el caso y los ultimos citados son los hallazgos de laboratorio
primarios. Los dimeros D, procalcitonina, y los niveles CRP elevados pueden
correlacionarse con mayor severidad de la enfermedad. Existen cambios en la
albumina, la deshidrogenasa lactica (DHL), los neutrdfilos, y la proteina C reactiva

(CRP) fueron vistos en las infecciones por SARS-CoV-2. 3 % 67,9/ 11,1315



El SARS-CoV-2 puede principalmente atacar a los linfocitos, particularmente los
linfocitos T, al igual que el SARS-CoV hace. Las particulas del virus infectan las
células, induciendo una tormenta de citoquinas en el cuerpo, generando una serie de
respuestas inmunes, y causando cambios en los gldobulos blancos periféricos y
células inmunes. Consiguientemente, el bajo valor absoluto de los linfocitos puede
ser utilizado como indice de referencia en el diagndstico o para clasificar la severidad
de las infecciones. °

Los biomarcadores potenciales para la severidad —niveles significativamente mas
altos del D-dimero, CRP, y procalcitonina- fueron asociados con una mayor severidad
de la enfermedad. Un estudio informé que el tiempo de protrombina y los niveles de
los dimeros D en la admisidon eran mas altos en la unidad de cuidados intensivos
(UCI), que en los pacientes fuera de la UCI. Las concentraciones en el plasma de IL-
2, IL-7, IL-10, y TNF-a era mas altas en los pacientes de la UCI. °

Los pacientes que requieren admision en la UCI tienen niveles mas altos de factores
estimulantes de colonias de granulocitos en el suero, factores estimulantes de
colonias de macréfagos-granulocitos, proteina-10 interferon-inducible, proteina-1
guimiotactica de monocitos, proteina-1A inflamatoria de macroéfagos, factor de
necrosis tumoral (TNF)-a, mas allad sugiriendo que la "intensidad" de la “tormenta de
citoquinas” modula la severidad de la enfermedad. °

Diagnostico Molecular

Real-time reverse transcription PCR (RT-PCR) Transcripcion inversa en
tiempo real

El diagndstico definitivo se realiza identificando la presencia del ARN viral del SARS-
CoV-2, mediante la prueba de reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa
inversa en tiempo real (RT-PCR, del inglés Real Time Reverse - Transcriptase -
Polymerase - Chain - Reaction), la cual utiliza muestras provenientes tanto del
tracto respiratorio superior (nasofaringeo y orofaringeo), como del tracto respiratorio
inferior (esputo, aspirado endotraqueal o lavado broncoalveolar). Sin embargo, esta
prueba ha mostrado problemas con la frecuencia de falsos negativos en las etapas
tempranas de la enfermedad. Por tal razén, el diagnéstico y el aislamiento de
muchos casos sospechosos hasta tanto no se tenga un analisis confirmatorio de la
enfermedad, se apoya tanto en los signos clinicos como en la evidencia proveniente
de los rayos X y las tomografias axiales computarizadas (TAC) de los pulmones, para

identificar las lesiones asociadas a el COVID-19. 2> & 9/ 12, 14,15, 18-20




Las muestras de sospechosos de pacientes SARS-CoV-2 recogidas de la via
respiratoria superior (nasofaringea y orofaringea), via respiratoria inferior (esputo
expectorado, aspirado endotraqueal o lavado bronqueoalveolar), la sangre y las
heces, pueden ser diagnosticadas por RT-PCR. Las dos regiones de secuencia (ORF1b
y N) disefiadas basado en la primera secuencia de acceso publico en GenBank, han
sido seleccionadas para primer y disefios de sonda, los cuales son altamente
conservados entre Sarbecovirus. El ensayo del gen N es 10 veces mas sensible que
el ensayo del gen ORF1b, en detectar especimenes clinicos positivos.®

Los métodos existentes de PCR tienen especificidad muy buena, pero sensibilidad
baja, significando este dato que los resultados negativos no pueden excluir la
presencia de SARS-CoV-2. Ademads, la contaminacién de las muestras del
laboratorio, causada por la carencia de control, puede dirigir la confirmaciéon de
falsos resultados positivos. Ademas, las pruebas RT-PCR pueden ser falsamente
negativas debido a insuficientes materiales virales, o errores operacionales. Algunos
pacientes con resultados negativos en el RT-PCR pueden presentar hallazgos
positivos al realizarse la CT para detectar la COVID-19, significando esto que los
resultados al PCR pueden ayudar a la evaluacién y el diagnéstico clinico pero la
posibilidad de la enfermedad no puede ser confirmada o descartada. Para el
individuo con una sospecha clinica alta pero negativa al RT-PCR, una combinacién del
escaneo con CT y pruebas de frotis repetidos pueden ser Utiles. ©

Técnica SHERLOCK

La técnica CRISPR-based SHERLOCK (Specific High-sensitivity Enzymatic Reporter
UnLOCKing) permite una deteccidén portatil, multiple y ultrasensible de ARN o AND de
muestras clinicamente pertinentes. Estos ensayos estdan conformados con pre-
amplificacion recombinada mediada por polimerasa del ADN o ARN y proporcionan
resultados en menos de 1 hora, sin requerir instrumentacion elaborada, pero aun
necesitan ser confirmados con muestras de pacientes. °

Basado en la secuencia de ARN del nuevo coronavirus, los investigadores
cuidadosamente disefaron dos guias RNAs, uno reconociendo el gen S del nuevo
coronavirus y el otro reconociendo el gen Orflab. Para maximizar la exactitud de la
deteccidn, los cientificos han seleccionado secuencias que son mas especificas para
el nuevo coronavirus. De este modo, la interferencia de otros genomas de virus
respiratorios también puede ser minimizada. Tedricamente, mientras el ARN

corresponde al nuevo coronavirus en la muestra, el ARN de guia con exactitud puede



reconocer y activar la proteina Casl13a para unirse a ella. Es una enzima muy
interesante; una vez activada la Casl3a, indiscriminada e intensamente corta
cualquier otra molécula de ARN que encuentre.®

Sistema CRISPR/Cas13

El Cas13-based SHERLOCK (“specific high-sensitivity enzymatic reporter unlocking”),
es una plataforma que ha sido ampliamente utilizada para detectar el virus del Zika
(ZIKV) y el virus del dengue (DENV) en muestras de pacientes en concentraciones
tan bajas como 1 copia por microlitro. Recientemente, esta tecnologia ha sido usada
para detectar el virus del SARS-CoV-2. Aun asi, este sistema tiene que ser verificado
porque no ha sido probado en muestras clinicas de pacientes de COVID-19, %% > 8 12
Diagnosticos salivales del Covid-19

De manera general, las muestras apropiadas incluyen las vias aéreas superiores e
inferiores, la sangre, las heces, la orina, y las secreciones conjuntivales. > 2

La utilizacién de la saliva como una muestra viable para la deteccién de la COVID-19,
es una fuente robusta debido a la extraccion del RNA viral. **

La saliva es un espécimen prometedor para el diagndstico y monitoreo de la
infeccion del virus SARS-CoV-2. Los virus han sido detectados en estudios mediante
RT-gPCR y en la saliva auto-recolectada, mostrando altas cargas virales en la
primera semana después del inicio de los sintomas. % ¢ 1719 22

Aunque la Covid-19, es diagnosticada como una enfermedad respiratoria, se puede
constatar la excrecidon viral en las heces, y en la saliva. El ARN viral puede persistir
en las heces incluso después de la mejora de los sintomas respiratorios, de 2 a 4
semanas. 192122

Tedricamente, el diagnostico puede establecerse por las plataformas de diagndstico
salivales. Algunos virus han sido identificados 29 dias después de la infeccidn,
sugiriendo que una plataforma no invasiva para diferenciar los biomarcadores
usando la saliva, puede incrementar la deteccién de la enfermedad. /- 19 20

La saliva tiene un alto margen de consistencia, de mas del 90%, con especimenes
nasofaringeos en la deteccién de los virus respiratorios, incluyendo los coronavirus.
19

El diagndstico de las infecciones virales en la saliva depende de los biomarcadores,
tales como el ADN y el ARN virales, antigenos y anticuerpos. El instituto cientifico
Raffaele en Milan, usa un test llamado prueba salival de anticuerpos de la hepatitis C

OraQuick®. El dengue tiene antigenos detectables en la saliva, y la IgM y la IgG,




proveen una forma efectiva para diagnosticar esta enfermedad, con sensibilidad del
92% vy especificidad del 100%. Hay estudios que afirman que la saliva parece mas
sensible que la sangre para la deteccién de otros virus como son el HHV-6 o el
CMVH. Las pruebas salivales usando una reaccion en cadena de la polimerasa, para
la deteccién del HPV han sido establecidas. *°

El desarrollo de la Inmunoglobulina A secretoria especifica del SARS-CoV (SIgA) en
la saliva de los modelos animales, ha sido demostrada previamente. Tomando en
cuenta la similaridad entre ambas cadenas, el diagndstico salival del COVID-19
puede ser logrado usando anticuerpos especificos contra este virus. Como resultado,
la saliva juega un rol crucial en la transmisién de humano a humano, y los
diagndsticos salivales pueden crear una plataforma efectiva y simple para el
diagndstico definitivo. ’

Uno de los mecanismos mas importantes para el desarrollo del sindrome de
dificultad respiratoria aguda en esta enfermedad, es la “tormenta de citoquinas”,
liberando larga cantidad de citoquinas pro-inflamatorias (IFN-a, IFN-g, IL-1b, IL-6,
IL-12, IL-18, IL-33, TNF-a, TGF-b, etc.) y quimioquinas (CCL2, CCL3, CCL5, CXCLS,
CXCL9, CXCL10, etc.).*®

Este incremento en las citoquinas proinflamatorias en pulmén y otros drganos de
pacientes con SARS, y el sindrome de respuesta inflamatoria sistémica proporciona
un mecanismo potencial para la falla multiorganica.?

Hallazgos imagenoldgicos

Los hallazgos imagenoldgicos de la COVID-19 pueden ser variables y cambiar
rapidamente. Los examenes radiolégicos son importantes para deteccion temprana,
control, y evaluacién de la COVID-19. Normalmente no hay ningun hallazgo anormal
en la fase temprana con radiografia digital (DR). Los pacientes con enfermedad
confirmada por laboratorio sin manifestaciones radioldgicas también han sido
reportados. °

La radiografia de torax y las tomografias computarizadas (TC) de tdérax son
herramientas importantes para el diagndstico de la COVID-19 en la practica clinica.
La Inteligencia artificial (IA) ha sido usada con exactitud para interpretar las
imagenes de las TC de los casos sospechosos de los coronavirus y la tasa de
exactitud de los resultados de su analisis logra un 96%, mejorando por mucho la
eficacia diagnostica de los hallazgos imagenoldgicos. Esta técnica ya esta siendo

utilizada en la practica clinica. %% > 81217



La tomografia computarizada de térax (TC) anormal ha sido usada para diagnosticar
la mayoria de los casos de COVID-19, indicando que la neumonia es la manifestacion
mas comun de la enfermedad. Por tanto, estas imagenes son ampliamente utilizadas
en el diagnostico temprano, aunque la TC no puede distinguir la COVID-19 de otras
neumonias virales. Los hallazgos tipicos incluyen opacidades multifocales en vidrio
esmerilado distribuidas periféricamente (GGOs, por sus siglas en inglés) con
consolidaciones irregulares. NiUmeros crecientes, alcance, y densidad de GGOs en las

TC, se correlacionan con la progresién de la enfermedad. % * > & 8 912,15,/ 17

Conclusiones

Los criterios diagndsticos del Covid-19 han evolucionado tanto mas nueva
informacién aparece. El diagndstico molecular a través de la prueba RT-PCR brinda el
diagndstico definitivo. La historia clinica, las manifestaciones clinicas, los hallazgos
de laboratorio y los imagenoldgicos (como la TC de térax), y la prueba viral del acido
nucleico, son parte del arsenal complementario con el que cuenta el profesional para
identificar la infeccidn. El diagndstico seroldgico, el uso del sistema CRISPR/Cas13 vy
la técnica SHERLOCK también son utilizados en este sentido.

Los diagnédsticos gracias a la saliva permiten, de manera ventajosa y eficaz, la
deteccién del ARN viral, antigenos y anticuerpos. Su conocimiento es un pilar
esencial para los profesionales en salud, especialmente para los estomatélogos.
Estos elementos son imprescindibles para el trabajo de los profesionales en salud, ya
gue generar y conocer medidas de identificacion diagndstica, son pilares esenciales,

en el intento de mitigar una mayor propagacion de esta infeccién.
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