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1. INTRODUCCIÓN

En diciembre del 2019, desde Wuhan, China, se informó a la Organización Mundial de la Salud (OMS) de 
una serie de casos de enfermedad respiratoria grave atribuibles a la infección por un nuevo coronavirus. 
Rápidamente se obtuvo y se puso a disposición de las autoridades sanitarias y la comunidad científica in-
ternacional la secuencia de este nuevo coronavirus que pasaría a denominarse SARS-CoV-2 (1,2).

El SARS-CoV-2 es un coronavirus estrechamente relacionado con coronavirus endógenos de 
diferentes especies de murciélagos, que podría haber atravesado la barrera de especie e infectado a 
las personas a través de un huésped intermedio, como por ejemplo el pangolin. El SARS-CoV-2 se ha 
clasificado en el género Betacoronavirus (subgénero Sarbecovirus) de la familia Coronaviridae (3). Es un 
virus envuelto con un ARN monocatenario de polaridad positiva de 30kb de longitud (1). El virus posee 
una polimerasa con actividad 3'-5' exoribonucleasa, es decir posee un mecanismo de corrección de los 
errores de copia de su propio genoma, lo que en principio le confiere una cierta estabilidad genética. Sin 
embargo, hemos podido comprobar su nada despreciable variabilidad genética cuando es sometido a 
presiones ambientales adver-sas como la respuesta inmune de la población, consecuencia de la infección 
o de la vacunación. 

El genoma codifica, además de proteínas no estructurales necesarias para su ciclo biológico, cuatro 
proteí-nas estructurales principales: la espícula (S), la envoltura (E), la membrana (M) y la nucleocápside 
(N). De éstas, las proteínas S y N son las que presentan un mayor interés desde el punto de vista del 
diagnóstico microbiológico. 

La espícula es la proteína más externa y responsable de la unión al receptor celular ACE-2 (receptor de 
la enzima convertidora de angiotensina 2) (4). Se halla compuesta por dos subunidades S1 y S2. La 
primera es la responsable de la unión al receptor celular a través de su dominio de unión (RBD), principal 
diana de los anticuerpos neutralizantes inducidos por las actuales vacunas aprobadas para su utilización 
(5,6). La subunidad S2 es la responsable del proceso de fusión entre la envoltura viral y la membrana 
citoplasmática celular. 

La nucleoproteína es una proteína asociada al genoma viral que se expresa abundantemente durante 
la infección y juega un papel importante en la transcripción del ARN y su replicación (7).

En la actualidad existen siete coronavirus con capacidad de infectar a las personas.  Cuatro de ellos, 
HCoV-229E, HCoV-NL63, HCoV-HKU1 y HCoV-OC43, son virus estacionales de distribución mundial 
y causa frecuente de enfermedad respiratoria leve. Los otros tres virus son responsables de 
enfermedad respira-toria grave, el MERS-CoV, endémico en oriente medio, el SARS-CoV-1, que ha 
dejado de circular entre la población, y el SARS-CoV-2, genéticamente más similar al SARS-CoV-1. 

La emergencia de este nuevo virus ha tenido lugar en ausencia, en la población mundial, de 
inmunidad preexistente, lo que ha permitido su rápida propagación y el desarrollo de la actual pandemia. 

La COVID-19, enfermedad producida por el SARS-CoV-2, puede variar desde una infección 
asintomática hasta una enfermedad grave (8) y la Microbiología ha representado un pilar fundamental en 
el diagnóstico, la comprensión y el control de la propagación del virus en la población.

En la historia natural de la infección por SARS-CoV-2, el período de incubación del virus, definido como el 
tiempo desde la exposición al virus hasta la aparición de los síntomas, es de 5-8 días (9). En el 
momento del inicio de síntomas el virus es detectable en las muestras del tracto respiratorio superior 
(TRS). En el paciente hospitalizado, la carga viral (CV) en el TRS es superior en la primera semana de 
enfermedad, para posteriormente disminuir a lo largo de las siguientes semanas (10). Sin embargo, es 
importante destacar que, en una gran proporción de casos, el pico de la CV en el TRS se produce justo 
antes del inicio de los síntomas, disminuyendo a partir de entonces con gran variabilidad entre pacientes 
en la pendiente de dis-minución de la CV (11). El ARN puede mantenerse positivo en el TRS durante un 
período medio de 17 a 38 días, según la gravedad de la infección, el tipo de población y el grupo de edad 
(12). 
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La respuesta de anticuerpos suele aparecer alrededor de los 7-10 días y difiere del patrón convencional, de 
la mayoría de infecciones de etiología viral, ya que las IgM e IgG suelen aparecen simultáneamente en el 
tiempo, incluso en ocasiones esta última precede a la primera (10,13). La mayoría de pacientes presentan 
anticuerpos detectables a lo largo del primer mes del inicio de síntomas (13-16). La IgM puede perdurar 
durante 7-8 semanas y la IgG más allá de los 6 meses, existiendo de nuevo, importantes diferencias en 
relación a la gravedad de la infección, el tipo de población y el grupo de edad. Así, por ejemplo, en los ca-
sos leves o asintomáticos los anticuerpos pueden no positivizarse o incluso serorevertir con el tiempo (17). 

El diagnóstico microbiológico se basa en la detección del virus en las muestras biológicas (ARN y/o antíge-
no) o la detección de anticuerpos específicos. El aislamiento vírico en cultivo celular no ha sido una técnica 
utilizada de forma habitual en el diagnóstico, debido a la necesidad de un nivel 3 de bioseguridad, pero ha 
sido fundamental en la comprensión de la historia natural de la infección. Más recientemente, la variabi-
lidad genética del SARS-CoV-2 ha obligado a la realización de una vigilancia virológica muy estrecha en 
base a la secuenciación parcial o completa de su genoma. Quedan todavía por definir los marcadores de 
protección y como cambiará el diagnóstico microbiológico en el futuro, dos aspectos de gran relevancia en 
el contexto de la actual vacunación masiva de la población.

A lo largo de la pandemia, y hasta no haberse resuelto gran parte del conocimiento de la historia natural 
de la infección por SARS-CoV-2, han existido importantes incertidumbres y controversias en la aplicación e 
interpretación de las técnicas microbiológicas. El presente documento intenta aportar una guía, que obliga-
toriamente será provisional dado el actual escenario todavía cambiante, de los conocimientos actuales rela-
cionados con el diagnóstico y la vigilancia microbiológica del SARS-CoV-2. La discusión sobre marcadores 
de protección, como la detección de anticuerpos neutralizantes o la caracterización de la respuesta celular, 
quedará aplazada, a las futuras actualizaciones de este documento, hasta la existencia de una evidencia 
científica y tecnológica superior a la actual.

2.PRINCIPALES MUESTRAS RECOMENDADAS PARA LAS TÉCNICAS DE  AMPLIFI-
CACIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS (TAAN) Y DE DETECCIÓN DE ANTÍGENO (TDAg) DEL
SARS-COV-2

El procedimiento de recogida de las muestras y el mantenimiento de su integridad hasta que se realizan las 
pruebas microbiológicas, son esenciales para que el rendimiento de éstas sea adecuado y no difieren de 
los ya publicados en los protocolos de la Sociedad Española de Enfermedades Infecciosas y Microbiología 
Clínica (SEIMC) (18). 

2.1. TIPOS DE MUESTRA Y MÉTODO DE RECOGIDA

Para la realización de las TAAN, las muestras más adecuadas son las de tracto respiratorio (TR). La situa-
ción clínica y/o el ámbito de asistencia sanitaria aconsejarán la obtención de las muestras más apropiadas 
de vías altas (TRS) y/o de vías bajas (TRI). Las muestras de TRS más usadas en nuestro medio son el 
exudado-frotis nasofaríngeo (FNF) y el orofaríngeo (FOF). Otras opciones incluyen frotis nasal + FOF 
combinados, aspirado o lavado nasal, saliva, y exudado/frotis nasal bilateral (cornete medio). Los aspi-
rados y/o lavados nasales y los esputos inducidos, plantean la dificultad de su obtención en condiciones 
de bioseguridad adecuadas, debido a los aerosoles que se pueden generar, por lo que no son opciones 
de primera línea. Por otra parte, las muestras más utilizadas de TRI son esputo, aspirado traqueal y BAL. 
El rendimiento es variable según el tipo de muestra y las fuentes consultadas; en general, en TRS, los 
mejores rendimientos diagnósticos se obtienen con FNF y/o frotis nasal + FOF combinados, y los peores 
con FOF (19).

Ocasionalmente, se han explorado otros tipos de muestras, tales como heces, orina, sangre completa, con 
resultados muy diversos, pero con informaciones relevantes. La presencia de SARS-CoV-2 en orina o san-
gre se ha relacionado con mayores tasas de mortalidad (20,21) o fracaso renal agudo, mientras que los estu-
dios en heces se han relacionado con una menor velocidad de aclaramiento viral e incluso con la existencia 
de un posible reservorio, con impacto en la transmisibilidad, especialmente en población pediátrica (22). 



DOCUMENTO CIENTÍFICO

7

Si se analizan heces, hay que tener constancia de que el método de extracción y la TAAN que se vayan 
a utilizar hayan sido validadas para este tipo de muestra. Un tipo especial de muestra han sido las mues-
tras post-morten (frotis, biopsia con aguja o muestras de tejido), que han ayudado a comprender mejor la 
diseminación del virus a otros órganos además de los pulmones. Si bien en estos casos las evidencias ba-
sadas en técnicas moleculares no han dado buenos resultados en comparación con otras técnicas como 
la inmunohistoquímica.

La mayor parte de las TDAg comerciales están aprobadas para FNF y/o nasal bilateral (cornete medio). 
Como en el caso de las TAAN, el rendimiento de la toma nasal es algo menor que el del FNF, por lo que 
en el entorno hospitalario es conveniente emplear esta última. La toma nasal anterior bilateral (23), es otra 
opción para algunos kits. Se dispone de poca información sobre la utilidad de otro tipo de muestras, como 
la orofaríngea o la saliva, para la detección de SARS-CoV-2 utilizando inmunoensayos de flujo lateral (in-
munocromatografía) (IEFL), pero de momento no se consideran adecuadas (24). 

En el contexto de intervenciones de Salud Pública se ha promovido el empleo de auto-tomas, efectuadas 
bajo la supervisión de un profesional o tras una mínima formación, personalizada o mediante infografía, 
y que aportan una buena aceptabilidad. Las muestras son habitualmente nasales, bien nasal anterior o a 
cornete medio, a las que se añade la saliva, en este caso solo para TAAN. Las muestras de NF y OF no se 
consideran apropiadas para auto-toma (23), aunque la última combinada con toma nasal se está usando 
en algunos países como el Reino Unido (UK) (25). La información existente, aún escasa y heterogénea, y 
la menor sensibilidad de una auto-toma, en comparación a la efectuada por un profesional (por ejemplo, 
FNF), no avalan su uso en el contexto diagnóstico. Sin embargo, pueden ser útiles en programas preven-
tivos (26), como en el caso de cribados masivos, descentralizados y repetidos en la comunidad (26,27).  

En este procedimiento, describiremos el método para tomar el FNF, actualmente la muestra más utilizada 
y de referencia para el diagnóstico de infección por SARS-CoV-2, así como algunas nociones para la ob-
tención de saliva, alternativa utilizada con cierta frecuencia, especialmente en el área pediátrica. 

Toma de frotis nasofaríngeo:

El profesional que realice la toma usará equipo de protección individual (EPI) adecuado para evitar el 
contagio por exposición aérea (mascarilla FFP2 o superior, pantalla facial o gafas de protección ocular, 
guantes desechables y bata impermeable con cierre trasero).

Se utilizarán hisopos finos y flexibles (no usar hisopos con mango de madera) con extremos flocados de 
dacrón o poliester (se evitarán de algodón o alginato cálcico, que pueden presentar inhibidores para TAAN 
y cultivos celulares). El escobillón se introducirá a través del orificio nasal hasta alcanzar la nasofaringe, 
tras lo cual se rotará enérgicamente durante, al menos, cinco segundos. En caso de no obtener suficiente 
espécimen, la operación podrá repetirse en la otra fosa nasal utilizando la misma torunda.

A continuación, se introducirá el hisopo en un tubo conteniendo 2-3 ml de medio de transporte de virus 
(MTV). Hemos de tener en cuenta que existen dos tipos principales de MTVs, los que preservan la via-
bilidad del virus y los que presentan sustancias inactivantes. Si en el uso posterior que vamos a dar a la 
muestra, se incluyen técnicas de aislamiento del virus en cultivo, hemos de utilizar MTV sin inactivantes. 
Para las técnicas TAAN, salvo algunas excepciones particulares, pueden utilizarse muestras en ambos 
tipos de MTV. 

Saliva

La saliva se considera una alternativa diagnóstica para las TAAN en situaciones en las que no sea posible 
obtener FNF o frotis nasal + FOF, debido a su buen rendimiento, especialmente en los primeros días de 
la enfermedad (24) y en pacientes pediátricos. La saliva añade la ventaja de ser una muestra no invasiva, 
de fácil obtención, que se puede recoger como autotoma, por lo que se considera una alternativa en el 
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contexto de Salud Pública, por ejemplo, para población asintomática que requiera controles con cierta 
asiduidad (docentes, estudiantes, internos…). 

Sin embargo, el término saliva agrupa muestras como la saliva oral o los fluidos de la orofaringe posterior, 
que pueden estar más o menos mezclados con secreciones respiratorias, habiéndose referido diferentes 
modos de recogida (24). En general, se considera que es importante que el paciente no coma, mastique 
chicle o fume en los 30 minutos previos a la obtención de la muestra. Se emplean diferentes tipos de 
contenedores con cierre hermético en los que depositar de 1 a 5 mL de saliva, con o sin aditivos para 
preservar o inactivar la muestra. 

Como limitación importante al uso de saliva, falta un protocolo validado y consensuado del tipo de muestra 
y modo de recogida más apropiados.

2.2.TRANSPORTE Y CONSERVACIÓN DE LAS MUESTRAS

En aquellas muestras que requieran para su envío al laboratorio donde se van a procesar circuitos de transpor-
te externos, se utilizarán embalajes y etiquetados correspondientes, según la normativa de transporte de sus-
tancias infecciosas categoría B (triple embalaje, norma UN3373). Las muestras tomadas en el mismo Centro 
del laboratorio de procesamiento, se enviarán siguiendo los procedimientos habituales de transporte de mues-
tras al Laboratorio de Microbiología existentes en cada centro u hospital. Se evitará la utilización de sistemas 
de tubos neumáticos, para prevenir posibles roturas del contenedor y/o derrames. 

Hasta su envío al laboratorio o su procesamiento, las muestras para TAAN se pueden mantener refrigeradas 
(2-8ºC), entre 48 h y 5 días, según el origen. En caso de demora superior se mantendrán congeladas a -70º o 
menos (Tabla 1).

Tabla 1.- Principales muestras clínicas para diagnóstico de SARS-CoV-2 y condiciones de conservación

*MTV: Medio de transporte de virus. Modificado de (28,29)

Las TDAg mediante IEFL se efectúan habitualmente en el punto de obtención de la muestra, mientras que las 
TDAg automatizadas, debido a su dependencia de un analizador, se efectúan en el laboratorio.

Muestra Dispositivo/Contenedor 

Temperatura de 
conservación 
hasta 
procesamiento 

Exudado nasofaríngeo u 
orofaríngeo 

Escobillón flocado (No algodón o alginato 
cálcico) en MTV* 

2-8ºC si ≤ 5 días
-70ºC si > 5 días

Saliva Contenedor estéril tapón a rosca 2-8ºC si ≤ 2 días
-70ºC si > 2 días

Aspirado nasofaríngeo, 
endotraqueal o 
aspirado/lavado nasal 

Contenedor estéril tapón a rosca 2-8ºC si ≤ 2 días
-70ºC si > 2 días

Esputo Contenedor estéril tapón a rosca 2-8ºC si ≤ 2 días
-70ºC si > 2días

Lavado broncoalveolar Contenedor estéril tapón a rosca 2-8ºC si ≤ 2 días
-70ºC si > 2 días

Biopsias Contenedor estéril tapón a rosca con suero 
salino o MTV 

2-8ºC si ≤ 1 día
-70ºC si > 1 día

Sangre completa Tubo con anticoagulante 2-8ºC si ≤ 5 días
-70ºC si > 5 días

Heces y orina Contenedor estéril tapón a rosca 2-8ºC si ≤ 5 días
-70ººC si > 5 días
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Las TDAg efectuadas mediante IEFL, incluyen las torundas estériles necesarias para efectuar las tomas. Las 
muestras obtenidas se deben colocar en el buffer de extracción y procesarse inmediatamente. La mayor parte 
de los fabricantes refieren que el procesamiento de las muestras colocadas en el buffer de extracción se puede 
retrasar hasta 1 h a temperatura ambiente o hasta 8 h a 2-8ºC, según marca. Algunas marcas comerciales 
indican que su producto es compatible con el uso de MTV o universal. Sin embargo, esta práctica podría llevar 
a una dilución de la muestra y pérdida de sensibilidad de los IEFL (30).

Por el contrario, las TDAg automatizadas se recogen en MTV o universal, en los mismos dispositivos que se 
emplean para las TAAN, lo que permite compartir la muestra para ambos tipos de técnicas, siendo posible tam-
bién con algunas marcas usar medio líquido de Amies, así como solución salina estéril o hisopo seco. Debido 
al uso de este tipo de medio de transporte, el procesamiento de las muestras puede dilatarse más que en el 
caso de las IEFL, 12-48 h a temperatura ambiente, y una vez en el buffer de extracción 4-48 h a temperatura 
ambiente, según marca, y hasta varios días a 2-8ºC. En todos los casos es necesario actuar según las reco-
mendaciones de la ficha técnica del reactivo.

En general, y tanto para IEFL como para las TDAg automatizadas, los medios comerciales con solución de 
preservación de ácidos nucleicos (medios inactivantes) son inapropiados ya que pueden desnaturalizar las 
proteínas. Se aconseja que las muestras viscosas, con precipitados o impurezas, sean centrifugadas antes de 
iniciar el procesamiento de las pruebas automatizadas. En principio no es conveniente tratar las muestras con 
enzimas líticas o agentes reductores, ya que estas sustancias pueden interferir en los resultados de algunas 
marcas comerciales.  

2.3.PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS EN EL LABORATORIO/BIOSEGURIDAD

El SARS-CoV-2 es un agente clasificado como de grupo de riesgo 3 (31). En este contexto, las muestras para 
TAAN o TDAg, se pueden procesar utilizando, al menos, normas de nivel 2 de bioseguridad (32). Las muestras 
deben llegar al área de recepción del laboratorio en embalajes que respeten las medidas de bioseguridad des-
critas anteriormente (ver apartado anterior de transporte y conservación de muestras). No deben procesarse 
las que vengan en contenedores inadecuados, mal identificadas y/o derramadas. 

En general, para realizar las TAAN, las muestras que no vengan en medios de transporte con sustancias in-
activantes deben someterse a un proceso de lisis externa, con buffer adecuado durante aproximadamente 15 
minutos (31). Toda manipulación de las muestras, antes de la inactivación, se realizará en cabina de seguridad 
biológica tipo IIA utilizando EPI adecuados (ver apartado de toma de frotis nasofaríngeo), para evitar el con-
tagio por salpicaduras y/o aerosoles. Posteriormente, las muestras se trabajarán en cada caso siguiendo las 
instrucciones de los fabricantes de los equipos que se vayan a utilizar. 

Las TDAg se pueden realizar de manera segura sin cabina de seguridad biológica, dado que la manipulación 
y generación de aerosoles es mínima, bajo precauciones estándar, con protector facial, mascarilla quirúrgica 
o superior, ropa de laboratorio y guantes desechables (31). La realización de las pruebas debe ser cuidadosa
evitando la generación de salpicaduras y aerosoles. Las pruebas incluyen una fase previa de tratamiento con
una solución de extracción para facilitar la liberación del antígeno N, lo que reduce la carga del virus, pero no
se debe asumir su inactivación en el breve tiempo que dura este proceso (33).Los residuos (torundas, tubos
de extracción, cassette) se deben introducir en contenedores de pared rígida para residuos biopeligrosos (los
definidos para objetos punzantes), que serán eliminados siguiendo los cauces habituales (31).

Las superficies de trabajo en las que se manipulen muestras biológicas para TAAN o TDAg deben limpiarse 
con desinfectantes o antisépticos activos frente a virus envueltos (por ejemplo, lejía, alcohol, povidona yodada, 
clorhexidina…), antes y tras su uso, en caso de derrame accidental, y varias veces al día. Se debe contemplar 
que ciertos desinfectantes, como la lejía, pueden producir reacciones tóxicas al ser mezclados con algunas 
sustancias, como el isotiocianato de guanidina, muy usado como inactivante en los MTV y en los reactivos de 
extracción. Asimismo, algunos reactivos incluyen en su composición azida sódica, por lo que no deben ser 
autoclavados o eliminados por tuberías (31). Finalmente, existen plataformas moleculares o inmunoensayos 
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automatizados que utilizan reactivos con procedimientos específicos para su desecho, por lo que se deben 
consultar, en cada caso, las guías para su eliminación recomendadas por los fabricantes. 

3. TÉCNICAS DE AMPLIFICACIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS (TAAN)

La rápida disponibilidad de secuencias genómicas del SARS-CoV-2 permitió, en un corto espacio de tiempo, 
el desarrollo de TAAN para su detección. En un principio con protocolos caseros y posteriormente con la 
incorporación de reactivos comerciales, se ha conseguido dar respuesta diagnóstica a la infección por este 
virus.

 Aunque en los primeros meses de pandemia, retrasos iniciales en el diseño de ensayos y cuellos de botella 
en la cadena de suministro dificultaron el despliegue e implementación de pruebas de diagnóstico precisas 
a escala mundial, actualmente existe gran disponibilidad y variedad de técnicas de diferentes formatos para 
ser utilizadas en los laboratorios de Microbiología, en respuesta a las exigencias que se planteen, tanto des-
de el ámbito sanitario, como desde Salud Pública.

Las TAAN, son altamente sensibles y específicas y se han convertido en los métodos de referencia en el 
diagnóstico de las infecciones por SARS-CoV-2.

En este procedimiento nos centraremos en desarrollar los aspectos de interés respecto a las técnicas dispo-
nibles en la actualidad y sus indicaciones de uso. Así mismo, incidiremos en aquellos aspectos más contro-
vertidos respecto a su uso, así como en la interpretación e información de los resultados.

3.1. TÉCNICAS DISPONIBLES

Inicialmente y en los primeros meses de la pandemia, se realizó la detección de SARS-Co-2 en muestras 
clínicas mediante TAAN, con protocolos caseros, siguiendo los validados por diferentes instituciones acre-
ditadas y refrendados por la OMS, como los CDC de Estados Unidos que utiliza dos dianas genéticas de 
la nucleocápside (N1 y N2) o el German Consiliary Laboratory for Coronaviruses deL Hospital de la Charité 
de Berlín, que recomendó una primera línea de cribado con el gen de la envoltura (E) seguido de un ensa-
yo de confirmación utilizando el gen de la ARN polimerasa ARN dependiente (RdRp). Otros Organismos e 
Instituciones que aportaron sus protocolos fueron: China CDC, Institut Pasteur (Francia), National Institute 
of Infectious Diseases (Japon), HKU (Hong Kong) y el National Institute of Health (Thailandia). Los mismos, 
pueden consultarse en las webs de cada uno de estos organismos y han servido de base sobre la que 
posteriormente, a nivel comercial, se han ido sumando múltiples plataformas de diagnóstico molecular, con 
diferentes diseños, tras cumplir con los requisitos de las agencias reguladoras. En la fecha de la redacción 
de este documento suman en torno a 250 las TAAN registradas y validadas para su uso (34). 

En general, las TAAN detectan dianas específicas de SARS-CoV-2 incluidas en regiones codificantes de tres 
de las cuatro proteínas estructurales del virus: espícula (S), envuelta (E) y nucleocápside (N); así como en 
regiones que codifican proteínas no estructurales como el gen RdRP (RNAdependent RNA polymerase), y/o 
las regiones ORF1ab (Open Reading Frame 1ab) y ORF8. Las distintas plataformas aprobadas están dise-
ñadas para detectar 2 o más de estas dianas, en diferentes combinaciones según los fabricantes. 

La gran variabilidad de diseños técnicos se traduce en un abanico de opciones muy amplio, que va desde 
sistemas que permiten realizar ensayos en muestras individualizadas en un único dispositivo, lo que facilita 
que puedan utilizarse como técnicas de diagnóstico rápido (TDR), hasta aquellos en los que se pueden 
trabajar hasta 96 o más muestras a la vez, unificando todo el proceso en el mismo equipo o separando las 
distintas fases en diferentes equipos. A todo ello hay que sumar, en la actualidad, técnicas “multiplex”, de 
distintos formatos, que junto a SARS-CoV-2, detectan otros virus respiratorios, la mayoría virus de la gripe, 
y finalmente las diseñadas para detectar deleciones, fundamentalmente en el gen S, así como mutaciones 
puntuales de interés para la detección de variantes preocupantes del virus. 
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El tiempo necesario para la realización de las técnicas, puede ir desde varias horas (3-4 h) en las plata-
formas de alto rendimiento para grandes volúmenes de muestras, a 30-45 minutos, si se utilizan sistemas 
diseñados para muestras individuales y que pueden utilizarse como TDR.

Cada laboratorio deberá organizar su flujo de trabajo y equipamiento técnico atendiendo a la demanda de 
pruebas que deba procesar, al ámbito asistencial de procedencia de las muestras y al tiempo de respuesta 
del que disponga. Es recomendable tener implementados equipos tanto para el procesamiento adecuado de 
un volumen alto de muestras, como para dar respuesta a situaciones puntuales y de urgencia que no admi-
tan demora. Así mismo y en hospitales de tercer nivel se debe contar con procedimientos “multiplex” para 
descartar otros virus respiratorios, como gripe y VRS, que puedan circular simultáneamente y que interese 
investigar en pacientes atendidos en urgencias o ingresos hospitalarios.

Las técnicas más usadas, y de las que existe mayor disponibilidad comercial, son de tipo RT-PCR conven-
cional. Algunas TAAN isotérmicas tipo TMA (Transcription Mediated Amplification) que detectan directamente 
ARN, utilizando una transcriptasa inversa retroviral y T7 ARN polimerasa, también, han sido muy utilizadas; 
no obstante, su uso está paulatinamente siendo más restringido.

Otras técnicas que se están introduciendo progresivamente para el diagnóstico de COVID-19 son:

• Las basadas en el método RT-LAMP (Reverse Transcriptase Loop-Mediated Isothermal Amplification)
(35,36), que para mejorar la sensibilidad utilizan de cuatro a seis secuencias diana diferentes, identifica-
das simultáneamente por distintos cebadores en la misma reacción y que combinan LAMP con un paso
de retro-transcripción para la detección de ARN. Dada su sencillez, al requerir sólo calentamiento e ins-
pección visual, tienen un futuro prometedor para la detección de virus en muestras clínicas.

• Técnicas CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats), (37), basadas en la exis-
tencia de una familia de secuencias de ácido nucleico que se encuentran en organismos procariotas, que
pueden ser reconocidas y cortadas por un conjunto de enzimas, denominadas “Cas”. En origen sería una
herramienta que utilizan las bacterias y arqueas, para eliminar virus que las infectan. Algunas de estas
enzimas como la Cas12 o 13 pueden detectar y cortar secuencias de ARN viral que nos interesen. Se-
gún la “Cas” utilizada y el procedimiento para revelar la reacción, tendremos las diferentes técnicas con
este fundamento (38-44). Dentro de ellas las SHERLOCK (Specific High Sensitivity Enzimatic Reporter
unLOCKing) son las más evolucionadas (45).

• Finalmente, aunque todavía en fases muy preliminares, otras técnicas cuya utilidad está siendo valorada
para detectar SARS-CoV-2 son los microarrays moleculares, la utilización de biosensores (46) y algunas
derivaciones de LAMP como Nicking enzyme-assisted amplification (NEAA) (47), Helicase-dependent
amplification (HDA) (48) y Strand displacement amplification (SDA).

3.2. INDICACIONES DE LAS TAAN

Las TAAN son las técnicas actualmente disponibles más sensibles para el diagnóstico de infección por 
SARS-CoV-2. Esta sensibilidad es variable, entre un 85-90%, según el momento en el curso evolutivo de 
la infección en que se utilicen (49), la plataforma diagnóstica que se use y el tipo de muestra empleada; en 
cualquier caso, su especificidad es muy alta y está en torno al 99,5%. Los valores predictivos negativos y 
positivos van a depender de la prevalencia de la infección y de la probabilidad pretest en la población es-
tudiada. En general se admite que las TAAN realizadas son técnicas rápidas, que pueden utilizarse como 
técnicas de point of care (TPOC), y que tienen menos sensibilidad que las que se realizan en plataformas 
más complejas.

El SARS-CoV-2 puede detectarse en muestras adecuadas, a partir de 3-5 días tras el contagio hasta pasa-
das 3-4 semanas del mismo (media 17-38 días tras inicio de los síntomas) (50-52). Ocasionalmente, puede 
detectarse el genoma del virus durante un periodo de tiempo más prolongado, incluso meses, en pacientes 
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con mala evolución y en inmunodeprimidos (especialmente en pacientes con inmunodeficiencias hematoló-
gicas) (53). El aclaramiento viral se produce antes en TRS que en TRI.

Todo lo expuesto debe tenerse en cuenta a la hora de establecer las indicaciones de uso e interpretación 
de las TAAN, además de la existencia de otros procedimientos microbiológicos como las técnicas de detec-
ción de antígeno (TDAg), que pueden utilizarse de forma complementaria o en sustitución de las TAAN, en 
determinadas situaciones.

En la tabla 2, se expone una propuesta de uso de las TAAN existentes, según el ámbito de actuación y tiem-
po de respuesta exigido y que se desarrollará en los siguientes apartados. 

Tabla 2.- Indicaciones de uso de las diferentes TAAN para SARS-CoV-2, atendiendo al ámbito de actuación 
y tiempo de respuesta esperado

* Estas indicaciones son compatibles con el uso de otras pruebas de diagnóstico microbiológico en
algunas de las situaciones que se contemplan (54,55)

3.3. APLICACIONES Y LIMITACIONES DE LAS TAAN EN EL DIAGNÓSTICO DE INFEC-
CIÓN AGUDA POR SARS-CoV-2

Para el diagnóstico de la infección aguda, se utilizarán las TAAN en pacientes que puedan estar infectados 
por presentar síntomas compatibles y, en situaciones clínicas concretas como inmnodeprimidos o pacientes 
graves, para ayudar a determinar la posible resolución de la infección (53).

En general en la fase aguda de la infección la CV es alta y tras los primeros 5-7 días tiende a disminuir hasta 
desaparecer, por lo que si bien en los primeros 5 días desde el contagio, las TDAg pueden ser equipara-
bles a las TAAN, a partir del quinto día el rendimiento diagnóstico de las TAAN es mucho mayor. Aunque 
inicialmente, la CV no tiene valor pronóstico, existe constancia de que en pacientes con mala evolución 
suele permanecer alta durante más tiempo (56-58). A pesar de no existir una correlación absoluta entre CV, 

Tipo de TAAN 
Tiempo de 
realización de 
técnica 

Tiempo de 
respuesta 
óptimo 

Indicaciones de uso 
fundamentales* 

Kits individualizados 
(uso como TPOC) o 
plataformas para 
número de muestras 
inferior a 50 

30-60 min

<6 h Pacientes sintomáticos que 
requieren hospitalización 

<24 h -Paciente sintomático vulnerable
-Estudio de brotes activos

Plataformas de alto 
rendimiento (más de 
94 muestras) 

3-6 h 24-48 h

-Cribados poblacionales aleatorios
-Cribado preingreso hospitalario o
en residencias de ancianos
-Cribado a profesionales sanitarios,
de residencias y de centros socio-
sanitarios 
-Prevención de brotes en ámbitos
estratégicos
-Persona sintomática no grave/no
vulnerable
-Contactos estrechos de pacientes
SARS-CoV-2 en comunidad

TAAN Multiplex 30 min a 3 h Entre 6 y 24 h Pacientes ingresados para 
descartar otros virus respiratorios 
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viabilidad y contagiosidad, a efectos prácticos se puede aceptar que muestras con alta CV, tienen más virus 
viables y por ende mayor contagiosidad (59).

La cinética viral es variable entre pacientes, especialmente al comienzo y en las fases de resolución de la infec-
ción, en las que en ocasiones aparecen resultados de TAAN difíciles de interpretar. La emisión de resultados 
por las distintas plataformas comerciales se realiza de forma cualitativa, no existiendo plataformas autorizadas 
por los organismos reguladores, que permitan la emisión de resultados cuantitativos de CV de SARS-CoV-2.

Los resultados positivos débiles o dudosos, deben interpretarse con precaución. Ocasionalmente pueden 
detectarse señales falsas con valores de Ct altos y producirse resultados no válidos o cuestionables. Estos 
resultados pueden darse en 2 contextos clínicos muy diferentes, bien en fases muy iniciales de la infección 
(con alta replicación viral pero con poca carga) y por tanto en un individuo que puede ser muy contagioso 
en horas, o bien en fases de resolución de la enfermedad, donde el impacto para el paciente y para el en-
torno es mínimo (60). Ante este escenario tan contrario, debemos conocer el contexto clínico del paciente y 
si es factible, repetir la prueba con una nueva muestra. Si no es posible, deberíamos volver a realizar una 
nueva extracción de ácidos nucleicos de la muestra original y repetir la prueba en el mismo equipo o, si se 
dispone, con otra técnica alternativa.

Por otro lado, los resultados negativos pueden no descartar totalmente una infección por SARS-CoV-2 (fal-
sos negativos) (FN) y, por tanto, no deben usarse como única base para el tratamiento u otras decisiones 
de manejo clínico del paciente, sobre todo en los casos en los que la sospecha de infección por SARS-
CoV-2 es alta. Han de combinarse, en la fase aguda, con observaciones clínicas, diagnóstico de imagen, 
antecedentes del paciente, información epidemiológica, etc. Entre otros factores, pueden conducir a un 
resultado FN en una persona infectada: mala calidad de la muestra; muestra tomada al final de la evolución 
de la enfermedad o de una región corporal que no contenga virus en ese momento; envío de muestra en 
condiciones de temperatura inadecuadas, razones inherentes a la técnica (59,61-63) o incluso la posible 
presencia de mutaciones presentes en nuevas variantes en las regiones diana de la PCR.

En caso necesario, ante la sospecha de un resultado FN, es aconsejable repetir las determinaciones al 
mismo paciente, pasadas 24 o 48 h, bien en otra muestra similar o bien en muestras de otro origen.

3.4. INDICACIONES DE LAS TAAN EN CONTACTOS ESTRECHOS ASINTOMÁTICOS DE 
CASOS CONFIRMADOS

El diagnóstico virológico debe realizarse ante la sospecha de exposición reciente a personas ya diagnos-
ticadas de infección por SARS-CoV-2, para despistaje de contactos estrechos o en el contexto de estudio 
de brotes en la comunidad o intrahospitalarios. El periodo que se debe considerar para seleccionar a los 
contactos expuestos, cuando se utilicen TAAN, será desde 2 días antes del inicio de síntomas del caso 
índice, hasta el momento en que éste es aislado. En los casos asintomáticos confirmados, los contactos se 
buscarán desde 2 días antes de la fecha de toma de muestra en la que se hizo el diagnóstico. En cualquier 
caso, deben tenerse en cuenta las actualizaciones periódicas en las recomendaciones que, sobre este as-
pecto epidemiológico concreto, se vayan produciendo (55).

3.5. APLICACIONES Y LIMITACIONES DEL CRIBADO POBLACIONAL Y UTILIZACIÓN DE 
AGRUPAMIENTOS DE MUESTRAS

La utilización de las TAAN como técnicas de cribado poblacional, incluye a personas asintomáticas o en 
estados preclínicos, sin que haya exposición conocida, para así poder tomar medidas encaminadas a pre-
venir una mayor transmisión.

Los cribados pueden ser puntuales, dirigidos a determinados grupos o poblaciones; periódicos, como los 
realizados en diferentes fases de la pandemia en personas trabajadoras y residentes de centros sanitarios 
o sociosanitarios y sistemáticos, ante nuevos ingresos en centros sanitarios o sociosanitarios o de forma
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previa a algunas actuaciones asistenciales. Siempre siguiendo las guías o protocolos actualizados del 
Ministerio de Sanidad (55). 

Si el número de muestras a procesar es tan alto como para comprometer la capacidad de respuesta del 
laboratorio con sus medios habituales y con el fin de no demorar el diagnóstico, puede ser útil la metodo-
logía por “pooles” o lotes, utilizando FNF o saliva. Esta metodología consiste en combinar muestras de 
varias personas y realizar una prueba de laboratorio en el conjunto y en caso de positividad, ensayar cada 
una de las muestras por separado, para detectar el positivo de forma individual. Como alternativa puede 
utilizarse la combinación en matrices, en las que las agrupaciones se hacen por fila y por columna, y tras 
el análisis por RT-PCR, la posición en la matriz identifica la muestra positiva sin pruebas adicionales, si la 
prevalencia es suficientemente baja. Dependiendo de lo robusto que sea el método de prueba en matriz en 
un contexto específico, aún podría ser aconsejable volver a analizar las muestras positivas identificadas 
para su confirmación.

Según el número de muestras que se combinen en un mismo lote se obtendrá mayor o menor ahorro en 
reactivos y tiempo de respuesta. El pool de muestras se procesará en conjunto, como si se tratara de una 
muestra individual, es decir, la mezcla se hará a partir de las muestras originales y no de los eluidos de 
cada una de ellas. 

Este procedimiento debe usarse sólo en áreas o situaciones donde se espera que el número de resultados 
positivos de la prueba sea bajo. El número de muestras que contenga cada pool puede variar entre 5 y 20 
o más, y estará en razón inversa a la prevalencia de la infección en la población estudiada; así con una
prevalencia del 5%, utilizando pools de 5 muestras se podría obtener una reducción del número de pruebas
realizadas mayor al 50% (64). En general, la probabilidad de generar falsos negativos está en razón directa
con el número de muestras por pool y/o su realización en muestras con Cts elevados (65).

Se han publicado diferentes modelos matemáticos e incluso existen aplicaciones como https://bilder.shin-
yapps.io/PooledTesting/ que se pueden utilizar para obtener el número de muestras óptimas por pool, 
dependiendo de la prevalencia de la infección en la población estudiada y de la sensibilidad y especificidad 
de la prueba utilizada. En este sentido como se expone en https://covid19.seimc.org/index.php/diagnos-
tico-sars-cov-2/, los modelos matemáticos sugieren que, si la prevalencia esperada es 15%, 5% o 1%, el 
número de muestras incluidas por pool sea 3, 5 u 11, con una reducción en el número de pruebas a realizar 
del 28%, 57% y 80% respectivamente. El seguimiento de la prevalencia de la enfermedad y la validación 
adecuada del ensayo y la instrumentación utilizada son importantes para minimizar los resultados falsos 
negativos. 

Los principales problemas para utilizar este procedimiento pueden venir determinados por la dificultad de 
automatización del proceso para la realización de pools y para aplicar algoritmos de identificación de las 
muestras positivas, así como para la exportación de los resultados de forma individual para cada muestra, 
a través del sistema de información del laboratorio. En la primera fase, la realización de pools, puede verse 
facilitada utilizando sistemas robóticos programables existentes en el mercado. 

3.6. EMISIÓN DE RESULTADOS POSITIVOS DE LAS PRUEBAS TAAN Y EL VALOR Ct

Se ha generado gran controversia en cuanto a la correlación de la CV existente en la muestra con el Ct 
(ciclo umbral-Cycle threshold: número de ciclos en un ensayo de RT-PCR necesario para amplificar el 
ARN viral para alcanzar un nivel detectable) obtenido en las técnicas de RT-PCR, y su posible uso como 
predictores de la evolución de pacientes con COVID-19, de la contagiosidad y de la viabilidad de los virus 
en una determinada muestra o para monitorización de pacientes graves. La utilización de los valores al-
tos de Ct, para proceder a altas hospitalarias o para reincorporar a profesionales a su ámbito laboral, ha 
sido una constante a la que nos hemos enfrentado desde el inicio de la pandemia y su abordaje desde los 
laboratorios no está teniendo una respuesta uniforme. Así, se ha publicado que muestras con resultados 
de Ct >30 contendrían virus no viable, especialmente en individuos con más de 10 días de evolución. Sin 

https://bilder.shinyapps.io/PooledTesting/
https://bilder.shinyapps.io/PooledTesting/
https://covid19.seimc.org/index.php/diagnostico-sars-cov-2/
https://covid19.seimc.org/index.php/diagnostico-sars-cov-2/
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embargo, estas afirmaciones están llenas de matices y excepciones (57). En primer lugar, es cierto que el 
valor de los Cts es inversamente proporcional a la CV en la muestra, y esta correlación se infiere fácilmente 
en una muestra homogénea; sin embargo, en muestras no homogéneas como las del tracto respiratorio 
esta correlación es sólo aproximativa y sujeta a múltiples variables (61). Por otra parte, el valor Ct difiere 
según la diana y rendimiento de la PCR utilizada, pudiendo existir variaciones intra e interensayo con un 
mismo reactivo, que se maximizan entre ensayos con diferentes plataformas (66). 

Por otro lado, para poder establecer una cuantificación real, actualmente no se dispone de material de 
referencia estandarizado internacionalmente, necesario para la validación de ensayos cuantitativos, y que 
puedan ayudar a generar resultados comparables entre los distintos fabricantes y laboratorios. Utilizar cur-
vas estándar con diluciones de plásmidos, fabricados de forma casera, expresamente para una técnica o 
ámbito concreto, o el uso como control interno de un gen celular con aplicación del “delta Ct”, son solucio-
nes parciales que no resuelven absolutamente el problema.

Además, factores relacionados con la etapa preanalítica, como el método de recogida, origen y heteroge-
neidad de la muestra, tipo de medio de transporte, volumen, duración desde la toma de la muestra hasta el 
análisis y el periodo evolutivo de la infección, afectan a la cantidad de ARN viral que podría ser detectable 
y reflejarse en el valor del Ct (61). Finalmente hay que tener en cuenta la existencia de TAAN comerciales 
que no son RT-PCR y que, por tanto, con las mismas no podría utilizarse este criterio. Todo ello, y en es-
pera de informaciones más concluyentes, debe hacernos reflexionar sobre la utilidad real de informar este 
parámetro para su uso en la práctica clínica (66,67).

Uno de los grandes retos de las técnicas de amplificación molecular ha sido establecer una correlación en-
tre detección positiva y transmisión de la enfermedad. Para precisar la capacidad de contagio, en los casos 
que permanecen positivos en el tiempo, la técnica de referencia  es  el aislamiento del virus en cultivo ce-
lular, que se describe en otro apartado de este procedimiento; no obstante y dadas las dificultades para su 
implementación en la mayoría de los laboratorios, la baja sensibilidad de la técnica, el retraso confirmatorio 
de la presencia de virus viable, hace que se haya propuesto como una alternativa útil y más asequible, la 
posibilidad de la detección de ARN subgenómico. Es decir, detección de fragmentos del genoma que solo 
se generan en virus replicativos. Esto ocurre porque la trascripción del coronavirus es discontinua (68), 
perimitiendo que una secuencia reguladora pueda colocarse justo delante de los principales genes virales 
cuando la RdRp es funcional. Esto permite que se fusionen fragmentos genómicos que de otra manera es-
tarían muy alejados entre sí, y por tanto una detección de esos subfragmentos es un indicador subrogado 
de la actividad viral. Esta estrategia no se usa por su complejidad de manera habitual, pero si puede ser de 
gran valor clínico en los pacientes “long-COVID” (69-72) 

4. TÉCNICAS DE DETECCIÓN DE ANTÍGENO (TDAg)

4.1. TÉCNICAS DISPONIBLES

En la actualidad se han desarrollado dos grandes grupos de técnicas de detección de antígeno (TDAg) 
de SARS-CoV-2. Las más usadas se basan en la inmunocromatografía o inmunoensayos de flujo lateral 
(IEFL), pero más recientemente se están comercializando inmunoensayos basados en técnicas de quimio-
luminiscencia (CLIA) o enzimoinmunoensayo (EIA), de uso por el momento menos extendido. 

Tanto los IEFL como las TDAg automatizadas se basan en la detección de la nucleoproteína viral (proteína 
N). Su empleo en las pruebas de antígeno viene avalado por su abundancia en el virión (≈1000 copias que 
conforman la nucleocápside helicoidal), su longitud de 419 aminoácidos que sustenta varios determinantes 
antigénicos y por el hecho de que es una proteína interna en el virión y no unida a membrana, lo que facilita 
el proceso de extracción. 
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Las TDAg, tanto en formatos de IEFL como CLIA o EIA automatizados, utilizan principalmente inmunoensa-
yos de tipo sándwich. Para la captura y detección del antígeno (proteína N), emplean anticuerpos monoclo-
nales generalmente de ratón, o policlonales de conejo, humanos o de otras especies. Algunos kits, sobre 
todo automatizados, usan combinaciones de varios anticuerpos frente a la proteína N, incrementando la 
sensibilidad y robustez de los ensayos. Como se ha dicho, todas las TDAg tienen una fase de pretrata-
miento utilizando un buffer de extracción, cuya finalidad es liberar la proteína N y disgregar las proteínas 
de la muestra, de manera que la proteína N quede expuesta y pueda reaccionar eficientemente con los 
anticuerpos de los inmunoensayos. 

Los IEFL realizan simultáneamente una reacción de control utilizando como diana una proteína normal-
mente de origen animal (por ejemplo, anti IgY de pollo) que incorpora el ensayo. La lectura de las pruebas 
de IEFL se realiza en unos 15 minutos (10-30 min según marca) y es visual, aunque algunos kits disponen 
de un pequeño lector, imprescindible si la detección usa fluorescencia. El resultado es cualitativo (positivo/
negativo), siempre tras comprobar la adecuada reactividad de la reacción de control. 

En las TDAg automatizadas la señal lumínica producida aumenta en relación a la cantidad de proteína N 
presente en la muestra. Estos ensayos incluyen calibradores además de controles, dado que se trata de 
pruebas cuantitativas, si bien el informe es cuantitativo (pg/mL o TCID50/mL) en algunas marcas y cualita-
tivo (S/CO) en otras. No obstante, se desconoce aún el valor práctico de esta cuantificación, que es espe-
rable como en el caso de las TAAN, presente importantes limitaciones como la variabilidad en la calidad 
de las muestras obtenidas, falta de estandarización entre pruebas, etc.  El tiempo hasta la obtención de 
resultados es más prolongado que en el caso de los IEFL, entre 35 y 160 minutos, según método, inclu-
yendo la fase de pretratamiento. Estos métodos utilizan analizadores por lo que normalmente se instalan 
en laboratorios, aunque también en otras localizaciones (aeropuertos) o incluso en forma de laboratorios 
móviles (eventos…), y su rendimiento es medio-elevado, entre 100 y 400 muestras/hora/analizador.

4.2. SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD ANALÍTICAS

La OMS ha señalado que las TDAg deben detectar consistentemente los pacientes más infecciosos, que 
expresan ≥106 copias de genoma/mL (Ct ≈25-30), con el fin de interrumpir la transmisión viral, y aspirar a 
detectar 104 copias de genoma/mL (73). La mayor parte de los fabricantes valoran el límite de detección 
(LD o sensibilidad analítica) en TCID50/mL de un cultivo viral, pero esta unidad no es traducible directamen-
te a unidades estandarizadas como ng/mL de proteína N que permitan establecer comparaciones robustas. 
Utilizando IEFL, el LD de algunos de los kits más usados en el mercado se ha situado en 100-400 TCID50/
mL, 10⁶-5,5×10⁷ copias/mL de SARS-CoV-2 o 5-25 ng/mL de proteína N (74-75). En el caso de las TDAg 
automatizadas, los LD comunicados por los fabricantes son menores, tanto en TCID50/mL (≈3-40) como 
ng/mL (≈0,001-0,01) o en copias/mL (≈10⁴ genomas/mL) (76,77), indicando una sensibilidad analítica ma-
yor, atribuible a la tecnología de CLIA o EIA. A modo de comparación, la FDA americana ha estimado el LD 
de algunas de las RT-PCR comerciales más usadas en 600-6000 NAAT detectable units/mL (78). No pare-
ce que la sensibilidad de las TDAg se haya visto de momento comprometida por la emergencia de variantes 
del SARS-CoV-2. Sin embargo, este es un aspecto a vigilar, aunque se espere poco impacto debido a que 
se acumulan menos mutaciones en la región N que en la región S viral. La mayor parte de los fabricantes 
comunican ausencia de efecto prozona cuando las TDAg se efectúan con concentraciones altas de SARS-
CoV-2 obtenido en cultivo celular.

Con pocas excepciones (74), la especificidad analítica de las pruebas de IEFL y CLIA/EIA es excelente, 
debido a que no han mostrado reactividad cruzada con muestras conteniendo otros coronavirus (salvo el 
SARS-CoV-1) así como otros virus respiratorios, y también a las pocas interferencias analíticas con sustan-
cias (por ejemplo, fármacos) usadas en infecciones respiratorias. No obstante, algunas marcas, especial-
mente de TDAg automatizadas comunican posibles interferencias con concentraciones elevadas de san-
gre, hemoglobina, así como enzimas y agentes reductores usados en el laboratorio para la lisis de esputo. 
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4.3. SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD CLÍNICAS

La tercera revisión Cochrane (79) y amplios estudios posteriores (80-82) han señalado que la sensibilidad 
de los IEFL frente a la RT-PCR es mayor en pacientes sintomáticos en la primera semana de enfermedad 
(≈70-90%), que disminuye rápidamente en los días siguientes, y que es menor en asintomáticos (≈30-70%). 
Estas diferencias son consecuencia de que los IEFL tienden a identificar aquellos sujetos con cargas virales 
de SARS-CoV-2 más elevadas, habiéndose referido sensibilidad elevada para muestras con Ct ≤25 (>87%) 
y ≤30 (>80%) (79-82), rango (Ct 25-30) relacionado con la cifra de 10⁶ copias/mL de ARN viral, conside-
rada marcador indirecto de infecciosidad (73). De hecho, debido a la detección prolongada de ARN viral 
mediante RT-PCR en sujetos infectados, las TDAg ofrecen un valor predictivo positivo (VPP) más alto que 
la RT-PCR cuando se comparan con el cultivo viral, marcador de referencia de infectividad (83). Por otra 
parte, los aún escasos estudios existentes sobre el rendimiento de los métodos automatizados sugieren 
una sensibilidad clínica entre la que ofrecen los mejores IEFL y la RT-PCR, de 90-100% para Ct <33-35 
(77,84). En resumen, se considera que las TDAg detectan la mayor parte de los individuos infecciosos y 
que los sujetos antígeno-positivo son probablemente casos activos de COVID-19. Sin embargo, el resulta-
do negativo no permite calificar a las personas como no infecciosas, ya que se han documentado sujetos 
potencialmente infecciosos con TDAg negativa (81,82). 

La especificidad clínica de las IEFL es en general excelente, >99% (79-82), habiendo oscilado en el caso 
de las TDAg automatizadas entre 90% y 100%, en función de los puntos de corte escogidos en los estudios 
(77-84). No obstante, son necesarios más estudios para valorar las características clínicas de las pruebas 
automatizadas y su aplicabilidad en diferentes escenarios, así como para ajustar puntos de corte (84). 

El número de TDAg comercializadas con marcado CE-IVD está en crecimiento continuo, más de 150 a 7 
de junio de 2021 (85). Estudios de validación independiente que han comparado frente a frente diferentes 
TDAg, han constatado diferencias significativas en los valores de sensibilidad y en menor medida, especi-
ficidad, entre marcas comerciales (79), que en ocasiones quedan lejos de los manifestados por los fabri-
cantes, y que no alcanzan los valores de sensibilidad ≥80% y de especificidad ≥97% considerados como 
aceptables por la OMS y el ECDC (33,73). A la vista de esta heterogeneidad y de que muchos reactivos 
autorizados no han sido objeto aún de validaciones independientes (33) resulta imprescindible una revisión 
de la literatura científica o una validación local antes de elegir una marca concreta.  

4.4. INDICACIONES DE LAS TDAg

Diagnóstico de infección aguda

Las TDAg se pueden emplear en pacientes con sospecha clínica de infección en los primeros cinco días 
desde el inicio de síntomas (33,55). Una TDAg-positiva aporta la consideración de caso confirmado a pa-
cientes con sospecha clínica de COVID-19 (86). El entorno habitual de aplicación son las Consultas de 
Atención Primaria, atención continuada de los Servicios de Microbiología y en algunos casos en Servicios 
de Urgencia de Hospitales (triaje). En estos entornos el factor tiempo es esencial, para facilitar la gestión 
rápida y adecuada de los pacientes, y adelantar el rastreo de contactos.

En el caso de pacientes con sintomatología sospechosa de COVID-19 que precisen ser hospitalizados, así 
como trabajadores sanitarios y pacientes ingresados por otros motivos que inicien síntomas, y presenten 
TDAg-negativo, se les debe efectuar lo antes posible una RT-PCR (55). A pesar de su consideración de 
caso confirmado, es conveniente realizar una RT-PCR a aquellos pacientes que sean hospitalizados, lo que 
facilitará disponer de un valor basal de Ct y de un estudio de variantes. En el ámbito comunitario, si a pesar 
de un resultado negativo en la TDAg persiste sospecha clínico-epidemiológica de infección, está indicado 
mantener al paciente en aislamiento y repetir la prueba (preferiblemente RT-PCR) en menos de 48 h.
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Las TDAg pueden facilitar el manejo de brotes de COVID-19 en instituciones, preferiblemente tras la con-
firmación de los casos iniciales mediante RT-PCR, permitiendo la rápida detección y aislamiento de nuevos 
casos (87). En centros sociosanitarios, así como penitenciarios y otras instituciones cerradas, las TDAg son 
una opción para el diagnóstico de casos sospechosos, si los resultados de la RT-PCR no están disponibles 
en menos de 24 h (55).

Contactos estrechos asintomáticos de casos confirmados

Diversas instituciones consideran en estos casos a las TDAg como una alternativa válida (30,33,55,87). Sin 
embargo, en esta situación algunos estudios han mostrado una sensibilidad menor a la ofrecida por TAAN 
(88). La RT-PCR es de elección, siempre que se pueda disponer de resultado en un plazo razonable (55), y 
especialmente si han transcurrido más de 7 días tras el contacto (33). No obstante, una TDAg-positiva pro-
porciona la consideración de caso confirmado a los contactos estrechos. En las últimas recomendaciones 
del Ministerio de Sanidad, y al igual que en el caso de la RT-PCR, si la TDAg es negativa y se realiza antes 
de los 10 días tras el último contacto, se debe cumplir la cuarentena hasta el día 10 (55).

Cribados poblacionales/Detección de infectados asintomáticos

Las TDAg constituyen buenas herramientas desde la perspectiva de la Salud Pública, dando pie a una es-
trategia de uso complementaria a la diagnóstica, cuyo objetivo no es el diagnóstico preciso de cada caso, 
sino detectar los sujetos infecciosos para enlentecer la transmisión viral y evitar la aparición de brotes. Así, 
se han usado con buenos resultados en cribados poblacionales en contexto de transmisión comunitaria y 
ámbitos geográficos extensos (localidades, regiones, país) (89). El empleo de las TDAg en estos cribados 
ha sido controvertido a causa de su sensibilidad limitada, pero al ser efectivas para detectar sujetos in-
fecciosos (79,82) facilitan la interrupción de muchas cadenas de transmisión (60,90). En el contexto de la 
Salud Pública, la menor sensibilidad de las TDAg puede ser compensada por su corto tiempo de respuesta 
(especialmente en el caso de los IEFL), un uso repetido y extenso de la prueba y la rapidez con la que se 
pueden implementar las intervenciones (30,91). Por otra parte, las TDAg aportan una especificidad eleva-
da, característica esencial para los cribados.

Las TDAg pueden ser usadas en el contexto de la vigilancia en instituciones cerradas y semi-cerradas, 
en momentos de alta transmisión comunitaria o cuando se ha confirmado un caso interno (87). En estas 
situaciones se puede efectuar la prueba a todas las personas del centro (residentes y profesionales) de 
manera seriada (por ejemplo, 1-2 veces/semana) (30,33). Asimismo, una TDAg-negativa se ha usado como 
requisito para facilitar el acceso a actividades e instalaciones de diversa índole, incluyendo eventos socio-
culturales y deportivos (92). 

4.5. EMPLEO COMO AUTO-TEST

Recientemente, en algunos países como el Reino Unido, Alemania u Holanda y también en España, se 
ha facilitado el acceso de IEFL al público en general, en formato auto-toma y auto-test, mediante entrega 
directa o a través de agentes interpuestos (por ejemplo, las farmacias), desde el Sistema Público de Sa-
lud, o autorizando la compra en establecimientos (93). Esta estrategia busca incrementar la realización de 
pruebas, uno de los principales pilares en la respuesta a la pandemia, y con ello la detección y aislamiento 
de más personas infecciosas (60). Los auto-tests son menos precisos que los realizados por un profe-
sional y no están indicados para personas sintomáticas o contactos de casos confirmados, ni se admiten 
para pre-admisión a un evento, o tras volver de un área de riesgo, pero sí en el caso de asintomáticos que 
buscan una mayor seguridad antes de ir al trabajo, centro educativo, a una reunión o celebración, etc. Es 
importante que las autoridades sanitarias establezcan, en los países en los que están autorizados, unos 
requerimientos mínimos de calidad para estas pruebas, ya que la situación es la de un mercado abierto con 
muchos (decenas) reactivos comercializados, y con frecuencia sin estudios de validación independiente. 
Asimismo, se deben establecer mecanismos informáticos o telefónicos para que los resultados de estas 
pruebas o al menos los positivos sean comunicados al Sistema Sanitario. 
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4.6. INTERPRETACIÓN DE LOS RESULTADOS. VALOR DEL RESULTADO NEGATIVO

La interpretación de los resultados de las TDAg es estrechamente dependiente de las características de las 
diferentes pruebas (sensibilidad, especificidad analítica,…) y de la probabilidad pretest, relacionada con la 
prevalencia de la infección en la población diana y el contexto clínico del paciente (30,33). 

En situaciones en que la prevalencia de la infección es elevada y/o el paciente, clínica y/o epidemiológica-
mente sospechoso (contacto estrecho de caso confirmado), el valor pretest es alto, y por tanto también el 
valor predictivo positivo (VPP) de la TDAg. En este contexto, se considera que el resultado positivo tiene 
valor diagnóstico y avala la consideración de caso de COVID-19 confirmado. Sin embargo, debido a la sen-
sibilidad limitada de las TDAg, el valor predictivo negativo (VPN) es bajo y, por tanto, un resultado negativo 
requiere una prueba adicional, preferiblemente mediante TAAN (30,33,55). Se debe tener en cuenta que 
hay situaciones de indefinición (ejemplo: sospecha clínica o epidemiológica baja), en las que el juicio clínico 
valore que un resultado positivo requiera confirmación y no la requiera un resultado negativo (30). 

Por el contrario, en situaciones en las que el valor pretest es bajo, el sujeto asintomático y sin sospecha 
epidemiológica, el VPP será bajo (94), por lo que los resultados positivos requieren confirmación mediante 
TAAN, para evitar el informe de resultados falsamente positivos (30,33). En este contexto, el VPN se con-
sidera elevado y se acepta el resultado negativo de la prueba. En el contexto de la Salud Pública y cuando 
se están realizando TDAg repetidas de vigilancia en un colectivo, un resultado positivo no necesita confir-
mación si no es el primero del colectivo y está precedido de resultados negativos del propio paciente.

4.7. DESCENTRALIZACIÓN DE LAS TÉCNICAS DE DIAGNÓSTICO RÁPIDO (PUNTOS DE 
ATENCIÓN AL PACIENTE)

Las IEFL para la detección de antígeno del SARS-CoV-2 ofrecen ventajas prácticas sobre las TAAN como 
sencillez de uso, rapidez en la obtención de resultados, y no necesitar aparatos para su realización. Estas 
pruebas son más baratas que las TAAN y se comercializan en forma de kits completos que incluyen los 
reactivos y el utillaje necesario. Los IEFL son menos sensibles que las TAAN, pero detectan los sujetos con 
cargas virales más elevadas, probablemente infecciosos, y son altamente específicos. Todo ello ha faci-
litado que los IEFL hayan sido descentralizados e implementados a gran escala en puntos de atención al 
paciente (por ejemplo, en Atención Primaria), lejos de los Laboratorios de Microbiología de Referencia. Sin 
embargo, el papel de éstos es esencial para que las TDAg se implanten en el momento y entorno apropiado 
y se efectúen eficientemente (95).

Los microbiólogos deben formar parte de los grupos que toman decisiones acerca de la introducción de 
estos inmunoensayos en los diferentes entornos sanitarios. Esta decisión requiere, además de conocer la 
estructura y situación de la organización sanitaria local o regional, un conocimiento profundo de las caracte-
rísticas intrínsecas y en diferentes escenarios de las TDAg y TAAN. Desde el primer momento, es necesario 
incorporar en el Sistema Informático de Laboratorio y en tiempo real, las peticiones de IEFL que se efectúan 
de manera descentralizada y sus resultados, y con ello en la historia clínica del paciente, lo que facilitará su 
supervisión por parte de Microbiología y su integración en algoritmos diagnósticos.

Aunque se efectúen fuera del laboratorio, la elección de los IEFL a implantar en distintos escenarios es 
responsabilidad del Servicio/Unidad de Microbiología, igual que la capacitación del personal que llevará a 
cabo las pruebas y del control de calidad, para lo que deberá elaborar procedimientos operativos de trabajo, 
vídeos tutoriales y/o sesiones formativas, no sólo en la fase de implantación, debido al frecuente recambio 
de personal. 

Son muchos los factores a controlar y los errores que pueden tener lugar durante la realización de IEFL a 
pesar de su sencillez. Lejos del laboratorio, estos errores pueden convertirse fácilmente en sistemáticos, 
por lo que es esencial un papel vigilante por parte de Microbiología que garantice la calidad del proceso 
diagnóstico. Entre otros, se deben controlar aspectos como el almacenamiento adecuado de los reactivos, 
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ya que el almacenamiento a temperaturas superiores al margen de tolerancia disminuye la sensibilidad 
mientras que a temperaturas bajas empeora la especificidad de los reactivos (75); asegurar el cumplimiento 
de los protocolos de limpieza y desinfección; garantizar la adecuada realización de las pruebas (muestras 
a emplear, proceso de trabajo, tiempos de lectura e interpretación de resultados,…); el uso de controles de 
calidad, etc. Los laboratorios de Microbiología deben monitorizar los resultados de los diferentes puntos 
descentralizados a su cargo para detectar posibles inconsistencias (por ejemplo: número inusual de resul-
tados positivos sin correlación clínico-epidemiológica) (30) y supervisar la cumplimentación de los registros 
de calidad (lotes de reactivos, temperatura de almacenamiento, resultados de los controles…). Por tanto, es 
responsabilidad de los Laboratorios de Microbiología la adecuada implementación y ejecución de las TDAg 
realizadas en puntos de atención al paciente, lo que requiere una supervisión directa y constante.

5. TÉCNICAS DE DETECCIÓN DE ANTICUERPOS ESPECÍFICOS

5.1. CINÉTICA DE ANTICUERPOS

La mayoría de las personas inmunocompetentes desarrollan una respuesta inmune adaptativa después 
de la infección por SARS-CoV-2 (96), en su doble faceta humoral y celular, dirigida a la neutralización de 
la infección vírica. Como se ha indicado previamente, el genoma del SARS-CoV-2 codifica 4 proteínas es-
tructurales principales: la espícula (S), la envoltura (E), la membrana (M) y la nucleocápside (N). De éstas, 
las proteínas S y N han demostrado ser inmunógenas y los anticuerpos dirigidos contra estos antígenos 
son la diana de las pruebas serológicas de la infección por SARS-CoV-2 actualmente disponibles (96,97). 

La respuesta inmune humoral frente al SARS-CoV-2 se basa principalmente en la inducción de anticuerpos 
contra la proteína N y contra la proteína S, incluyendo estos últimos, anticuerpos específicos frente a la su-
bunidad S1 y el RBD. En la mayoría de los pacientes, la seroconversión ocurre en las 2 primeras semanas 
después del inicio de los síntomas y en su práctica totalidad desarrollan niveles detectables de anticuerpos 
anti-SARS-CoV-2 de las clases IgM, IgA e IgG antes del día 28 del inicio de síntomas (13-16). 

Las IgM son las primeras inmunoglobulinas en aparecer, entre 7 y 14 días después del inicio de los sínto-
mas, y se utilizan como marcador de infección reciente. Las IgG se pueden detectar simultáneamente a 
las IgM, incluso en ocasiones antes (13), pero en la mayoría de los pacientes son de aparición posterior y 
alcanzan una meseta entre los días 15 y 21 (13,98). Sin embargo, en una evaluación de diferentes estudios 
realizada por la Infectious Diseases Society of America (IDSA) (99), no parece haber diferencia significativa 
en las semanas siguientes a la infección, en la sensibilidad de las pruebas que detectan IgM en compara-
ción con las que detectan IgG: durante la primera semana, la sensibilidad para la detección de IgM fue de 
alrededor del 33% en comparación con el 23% para la detección de IgG, y a partir de la segunda semana, 
del 73% para las IgM y del 68% para las IgG. La especificidad para la detección de IgM fue ligeramente 
menor (98%) en comparación con la de IgG (99%). Por lo tanto, según la evidencia disponible, no parece 
haber una mayor precisión de diagnóstico cuando se utilizan pruebas de IgM en comparación a las de IgG 
al inicio del curso clínico de la enfermedad. Sin embargo, la detección de anticuerpos totales en las dos 
primeras semanas sí parece aportar un incremento de sensibilidad manteniendo niveles elevados de espe-
cificidad. La sensibilidad global durante la primera semana tras el inicio de síntomas fue con este marcador 
del 23%-63% y en la segunda semana del 68%-96% (99). 

La IgA secretora es importante para la inmunidad de las mucosas. Las IgA también se pueden detectar a 
nivel sistémico, pero en la COVID-19 se sabe poco sobre su cinética en sangre, por lo que actualmente no 
es una prueba utilizada habitualmente en la serología de la infección por SARS-CoV-2. 

La persistencia de los anticuerpos a lo largo del tiempo y su relación con la capacidad de protección 
continúan siendo motivo de estudio, aunque en la mayoría de las personas los anticuerpos IgG persisten 
durante al menos varios meses (100) y estarían asociados a un cierto nivel de protección frente a la rein-
fección. En los casos leves, el título de anticuerpos suele ser menor, pueden no ser detectables o incluso 
serorevertir a las pocas semanas (16,101-105). En este sentido, algunos estudios han observado que 
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aproximadamente el 5-10% de los pacientes no desarrollan anticuerpos IgG detectables después de la 
infección (106,107). Existe evidencia suficiente para pensar que tanto las IgG como los anticuerpos con 
capacidad neutralizante empiezan a disminuir a partir del tercer mes de infección, especialmente en las 
formas leves de COVID-19, de forma similar a lo que tiene lugar con los coronavirus estacionales (17,101). 
Sin embargo, aunque es posible que no se detecten anticuerpos neutralizantes en pacientes con enfer-
medad leve o asintomática (108), la respuesta inmune humoral puede mantenerse incluso con la falta de 
detección de anticuerpos específicos a lo largo del tiempo (109). Son necesarios estudios futuros para 
acabar de dilucidar todos estos aspectos. 

De manera similar, se desconoce la respuesta de anticuerpos en poblaciones especiales como niños y 
personas de edad avanzada, pacientes inmunodeprimidos, y pacientes con enfermedades autoinmunes o 
reumatológicas.

5.2. MUESTRAS PARA EL DIAGNÓSTICO SEROLÓGICO

Las muestras, y los protocolos para su obtención, transporte, manipulación y conservación no difieren de los 
ya publicados en los diferentes procedimientos de la Sociedad Española de Enfermedades Infecciosas y Mi-
crobiología Clínica (SEIMC) (18,32) para el diagnóstico serológico de otras infecciones. El tipo de muestra 
utilizada para cada prueba (suero, plasma o sangre total, incluida la sangre de punción en el dedo) podría 
afectar a los resultados de la prueba y su comparabilidad entre sí (110-112), pero actualmente, no existe 
suficiente evidencia científica para obtener conclusiones al respecto (99).

5.3. TÉCNICAS DISPONIBLES

Los inmunoensayos actualmente comercializados son capaces de detectar aisladamente las inmunoglobu-
linas de las clases IgA, IgM e IgG. Los ensayos de detección de anticuerpos totales están diseñados para 
determinar los niveles de todas ellas en combinación. 

Los anticuerpos dirigidos contra los antígenos S y N son la diana de las actuales pruebas serológicas de 
detección de la infección por SARS-CoV-2 (96,97). La sensibilidad y la especificidad de los ensayos sero-
lógicos también pueden verse afectadas por el antígeno diana elegido. Así, se ha descrito que la proteína 
N, al estar relativamente bien conservada en los coronavirus, podría ser causa de reacciones serológicas 
cruzadas. Por otra parte, se ha referido que aparecen antes anticuerpos frente a la proteína N que frente 
a la proteína S (113) y los primeros tienen tendencia a disminuir e incluso negativizarse antes que los an-
ticuerpos frente a la proteína S (114). Así, la sensibilidad de los ensayos que se dirigen frente a una única 
proteína puede verse afectada según el momento de la infección. Sin embargo, los datos no son concluyen-
tes y presentan una amplia variabilidad entre los diferentes trabajos publicados (99,103). 

Dado que la mayoría de la población ha estado expuesta a coronavirus humanos estacionales (HCoV-229E, 
HCoV-NL63, HCoV-OC43 o HCoV-HKU1) que presentan similitudes en su estructura antigénica con el 
SARS-CoV-2 (115), es importante asegurar que los ensayos serológicos no presentan reacciones cruzadas 
entre los diferentes coronavirus (116). Las pruebas serológicas actualmente comercializas han demostrado 
poseer una especificidad superior al 98% (117). En el contexto de condiciones como la gestación o enfer-
medades autoinmunes, y como es conocido en las pruebas serológicas en general, puede aumentar la 
frecuencia de resultados inespecíficos (falsos positivos).

Los anticuerpos neutralizantes del SARS-CoV-2 que inhiben la replicación viral in vitro se dirigen principal-
mente a la región RBD (96) de la subunidad S1, que a su vez es la principal diana de los anticuerpos indu-
cidos por las actuales vacunas aprobadas para la prevención de la infección por este virus (5,6). Existe la 
necesidad de desarrollar ensayos estandarizados que puedan correlacionar los títulos de anticuerpos con 
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el nivel de neutralización vírica (118). Incluso si existiera algún grado de correlación, se desconoce el título 
y la duración del nivel de protección y su validez frente a las futuras variantes víricas.

Actualmente hay varios centenares de pruebas disponibles en el mercado (85,119,120), pero, para la gran 
mayoría se dispone de datos limitados de validación clínica. Tan sólo deben utilizarse ensayos con una 
sensibilidad y especificidad superiores al 95% y 98% respectivamente (28). 

Existen diferentes plataformas para la realización de las pruebas serológicas. Las más comúnmente utiliza-
das son las técnicas de diagnóstico rápido basadas en inmunoensayosensayos de flujo lateral (IEFL) y las 
plataformas automatizadas de gran capacidad basadas en enzimoinmunoensayo (EIA) o en inmunoensa-
yos de quimioluminiscencia (CLIA) (103,121-123). Adicionalmente, pueden utilizarse técnicas con cultivos 
celulares de detección de anticuerpos neutralizantes. Por último, el estudio de la respuesta celular como 
marcador de protección, puede llegar a tener relevancia en el futuro, pero en la actualidad todavía no existe 
el conocimiento científico suficiente para su utilización en clínica. 

Inmunoensayos de flujo lateral (IEFL)

Los IEFL generalmente requieren una gota de sangre por punción en el dedo (o suero o plasma) aplicada 
a una tira reactiva, con lectura de resultados en aproximadamente 15-30 minutos (124). Estas técnicas son 
fáciles de realizar y no requieren instrumental adicional, por lo que son adecuadas para su realización en el 
lugar de atención al paciente o en la implementación de encuestas serológicas sobre el terreno. Sin embar-
go, actualmente no se recomienda su uso (29,125,126) debido a la gran heterogeneidad en la calidad de 
los reactivos comercializados (103), la falta de cuantificación y la subjetividad de su lectura. 

Plataformas automatizadas de gran capacidad basadas en enzimoinmunoensayo (EIA) o en inmu-
noensayos de quimioluminiscencia (CLIA)

La recomendación actual (29,125,126) es la de realizar las técnicas serológicas en plataformas automatiza-
das de alto rendimiento (ELISA, CLIA) en muestras de suero o plasma, tan sólo realizables en el contexto 
de un laboratorio con experiencia en este tipo de técnicas. La mayoría de las pruebas de alto rendimiento 
proporcionan resultados cualitativos o semicuantitativos, sin que exista una indicación clara del valor clíni-
co de la cuantificación, con excepción de la evaluación de la seroconversión. Las principales desventajas 
continúan siendo la falta de estandarización internacional, la existencia de límites de detección variables 
y el uso de diferentes dianas antigénicas, factores todos ellos que dificultan la comparación de resultados. 
Adicionalmente, la sensibilidad y la especificidad varían ampliamente entre ensayos e incluso dentro de 
un mismo ensayo validado por diferentes usuarios (127), lo que hace necesaria, en muchas ocasiones, la 
validación local de los reactivos a utilizar (128). 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) (129) ha desarrollado un estándar internacional (NIBSC code: 
20/136) para armonizar y estandarizar los ensayos serológicos que detectan anticuerpos neutralizantes y 
que además puede utilizarse para comparar los que detectan anticuerpos específicos de unión a SARS-
CoV-2. Cuando se utiliza para estandarizar ensayos de neutralización se le asignan unidades internaciona-
les por mililitro (UI/mL), pero cuando se utiliza para ensayos serológicos que detectan anticuerpos especí-
ficos frente a SARS-CoV-2 se le asignan unidades de unión a anticuerpo por mililitro (BAU/mL, del inglés 
binding antibody units). En este último caso, debemos tener presente que la comparación de ensayos 
serológicos con BAU/mL sólo será posible si determinan el mismo isotipo de anticuerpo (IgG, IgM, anticuer-
pos totales, etc) y tienen la misma especificidad antigénica (anti-N, anti-RBD, anti-S1, etc). La mayoría de 
fabricantes de ensayos serológicos ya se han comparado con este estándar internacional y han publicado 
un factor de correlación con el que modifican su punto de corte para poderlo expresar en BAU/ mL. 
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Ya son varios los artículos científicos que expresan los resultados cuantitativos de respuesta serológica va-
cunal con BAU/mL, pero sus resultados ponen en evidencia lo comentado anteriormente, aún utilizando las 
mismas unidades, no son comparables entre si puesto que utilizan ensayos distintos (130). Además, este 
estándar internacional no define un punto de corte de protección, por el que su utilidad clínica aún suscita 
algunas dudas. 

Esto lleva a la discusión de como informar de los resultados en un informe clínico. Es evidente que, con la 
diversidad de ensayos serológicos que determinan diferentes anticuerpos, es importante informar frente a 
qué subunidad antigénica se unen y que isotipo estamos detectando (IgG anti-S, anticuerpos totales anti-N, 
IgG anti-S1/S2, etc). Esta información además podría ir acompañada de una breve explicación para facilitar 
la interpretación clínica de los resultados (por ejemplo, si estos anticuerpos se producen ante una infección 
natural, anti-N, o también después de la vacunación, anti-S). En cuanto a la información del resultado pro-
piamente dicho, a día de hoy, con la variedad de ensayos serológicos utilizados, sin un punto de corte de 
inmunización ni unas UI/mL establecidas post-vacunales, no se aconseja informar del valor cuantitativo sino 
solo del cualitativo según la interpretación establecida por cada fabricante. De hecho, no olvidemos que, 
como en muchas enfermedades infecciosas, la mejor forma de confirmar serológicamente una infección 
reciente es demostrando una seroconversión de IgG entre dos muestras de suero, en fase aguda y conva-
leciente, analizadas mediante un ensayo cuantitativo o semicuantitativo y demostrando un incremento de 
cuatro veces del título de anticuerpos. Sin embargo, esta aproximación es tardía y exige la recogida de los 
sueros en fase aguda y convaleciente.

Pruebas de detección de anticuerpos neutralizantes en cultivo celular

Las pruebas de detección de anticuerpos neutralizantes determinan la capacidad funcional de los anticuer-
pos para prevenir la infección por virus in vitro. Estas pruebas controlan la inhibición del crecimiento viral en 
cultivos celulares cuando se incuban con suero o plasma. Las pruebas más utilizadas son la neutralización 
por reducción de placa y la microneutralización, mediante la utilización de un aislado cínico de SARS-CoV-2 
o bien de pseudovirus recombinantes (como el virus de la estomatitis vesicular) que incorporan la proteína
S del SARS-CoV-2. Sin embargo, estas técnicas requieren conocimientos altamente especializados e insta-
laciones de cultivo con nivel de bioseguridad 3, por lo que se realizan en un número limitado de laboratorios.
Recientemente, se han desarrollado pruebas competitivas de neutralización y una de ellas ha sido autori-
zada por la FDA (cPass) y se halla comercializada. La prueba imita la interacción de la región RBD con el
receptor celular ACE-2 (sin la utilización de virus vivos) en un formato de ELISA y evalúa la capacidad de los
anticuerpos presentes en el suero del paciente de interferir en dicha unión.

Sin embargo, incluso una prueba de anticuerpos neutralizantes positiva, con los datos actuales, no garantiza 
la protección contra la reinfección o la durabilidad de los niveles de anticuerpos neutralizantes, especialmen-
te en un escenario de gran dinamismo en la selección de nuevas variantes de SARS-CoV-2 en circulación.

Estudio de la respuesta celular

El estudio de la respuesta celular específica frente a SARS-CoV-2 desarrollada después de la infección 
natural o de la vacunación, aún está restringida a estudios de investigación. La bibliografía científica aún 
es escasa, y se basa en la estimulación celular por pool de antígenos específicos mediante ensayos no 
comerciales o ensayos comerciales del tipo del quantiferon que tan sólo están disponibles en versión RUO 
(research use only) (131). Estos estudios podrían ser de utilidad en el estudio de la respuesta vacunal de 
determinados pacientes que tienen su inmunidad humoral comprometida.
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5.4. INDICACIONES E INTERPRETACIÓN DE LAS PRUEBAS SEROLÓGICAS

Debido a la baja sensibilidad de la detección de anticuerpos en las primeras semanas de infección, las 
pruebas serológicas tienen utilidad limitada en el diagnóstico de la infección aguda, que se basa actualmen-
te en las técnicas de amplificación de ácidos nucleicos (TAAN) y/o de detección de antígeno (29,125,126). 
Podrían ser de ayuda en aquellos casos con clínica e imagen compatible y TAAN y/o antígeno negativos 
(104,126). Sin embargo, un paciente con síntomas respiratorios y una prueba de anticuerpos positiva, 
no necesariamente tiene una infección por SARS-CoV-2 reciente. En estos casos, la detección de una 
seroconversión confirmaría el diagnóstico y la de IgM sería muy sugestiva. Adicionalmente, a pesar de la 
elevada especificidad de las técnicas, en casos con baja probabilidad pretest de infección, la proporción de 
falsos positivos puede llegar a ser elevada. 

Por tanto, actualmente, las técnicas serológicas no se recomiendan en el diagnóstico de la infección aguda 
y su uso se halla prácticamente restringido a los estudios de seroprevalencia (29,125,126). Tan sólo se 
recomienda la serología como prueba de primera línea en el caso del síndrome inflamatorio multisistémico 
pediátrico, trastorno que se ha relacionado con la infección por SARS-CoV-2 y que puede ocurrir semanas 
después de la infección aguda (132).

La síntesis de anticuerpos inducida por la vacuna tiene implicaciones en la realización e interpretación de 
las pruebas serológicas. Antes de la introducción de la vacuna, se consideraba que una prueba serológica 
del SARS-CoV-2 que detectara cualquiera de los anticuerpos frente a las proteínas N, S o la región RBD 
de S1, era indicativa de exposición previa. Con la introducción de la vacuna, las personas vacunadas pue-
den ser positivas en las pruebas serológicas para las dianas antigénicas S y RBD de la vacuna, pero no 
frente a la proteína N. Por tanto, la presencia de IgG frente a la proteína N indica antecedente de infección 
por SARS-CoV-2. Si bien, de su no detección, como antes se ha indicado, no se puede inferir lo contrario. 
Tan sólo los anticuerpos IgG frente a la proteína S o la región RBD se pueden llegar a correlacionar con 
los anticuerpos neutralizantes. En definitiva, es importante considerar los antecedentes de vacunación y/o 
infección previa SARS-CoV-2 al interpretar los resultados de las pruebas serológicas. En este sentido, la 
posibilidad de poder diferenciar entre infección natural y vacunación, podría ser una herramienta de salud 
pública útil a medida que se implementan los programas de vacunación, siempre y cuando las pruebas 
serológicas estén adecuadamente validadas para detectar con gran especificidad anticuerpos frente a an-
tígenos únicos. 

Por tanto, en la interpretación de los resultados de la serología deben tenerse en cuenta aspectos como el 
tipo de paciente, la gravedad, el momento en el que se realiza la prueba, la diana antigénica o el estado de 
vacunación, entre otros.

Por último, y como ya se ha comentado previamente, los resultados serológicos no se pueden utilizar, 
actualmente, para establecer el nivel de protección a la infección o enfermedad. Así, no se recomienda la 
detección de anticuerpos para evaluar el nivel de protección después de la vacunación o para evaluar la 
necesidad de vacunación en una persona no vacunada.

6. CULTIVO CELULAR

La técnica diagnóstica que mejor nos indica la viabilidad viral, y por tanto cuanto tiempo un paciente infec-
tado por SARS-CoV-2 puede transmitir el virus, es el cultivo celular. Desgraciadamente la mayoría de los 
Laboratorios de Virología han ido abandonando progresivamente esta técnica, siendo difícil actualmen-
te contar con personal técnico cualificado para su realización. En el caso de SARS-CoV-2 se necesitan 
instalaciones que cumplan con los requerimientos de bioseguridad de nivel 3, lo que dificulta aún más la 
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realización del cultivo celular.

A continuación, hablaremos de los requerimientos de bioseguridad, los tipos de muestra idóneos para la 
realización de cultivo celular y su preparación, las diferentes modalidades de cultivo celular que pueden 
realizarse para la detección de SARS-CoV-2 y su aplicabilidad.

6.1. REQUERIMIENTOS DE BIOSEGURIDAD

Además de la utilización de equipos de protección individuales, previamente descritos en este procedimien-
to, el aislamiento del virus en muestras clínicas de pacientes con sospecha de infección por SARS-CoV-2 
debe realizarse sólo en laboratorios capaces de cumplir con los criterios de contención siguientes: 

1. Sistema de ventilación controlada con presión negativa. El aire debe filtrarse con filtros HEPA (filtros de
alta eficiencia de partículas suspendidas) en caso de que se reacondicione y recircule dentro del labora-
torio. Cuando el aire evacuado del laboratorio se descarga al exterior, debe dispersarse lejos de edificios
ocupados y entradas de aire y debe desecharse a través de filtros HEPA
2. El laboratorio debe contar con un lavabo para el lavado de las manos
3. Todas las manipulaciones de las muestras clínicas deben realizarse en cabinas de seguridad biológica
(CSB) debidamente mantenidas y validadas
4. El personal del laboratorio debe usar un equipo de protección que incluya dos pares de guantes des-
echables, batas impermeables sin abertura delantera y que cubran por completo los antebrazos, gorros,
cubrecalzado o calzado especial y protección ocular (gafas de protección o pantalla facial). Asimismo,
debe utilizar protección respiratoria (mascarillas respiratorias de ajuste individual comprobado, FFP2 o
N95).
5. La centrifugación de las muestras debe realizarse con rotores o cubetas selladas o cubetas selladas
para las muestras. Los rotores o las cubetas deben cargarse y descargarse dentro de una CSB.
6. Se debe disponer de un autoclave de doble apertura dentro de la instalación de cultivo; todo el material
empleado en la realización del cultivo celular debe salir autoclavado de la sala de cultivos.

Además, ciertos procedimientos experimentales pueden conllevar riesgos adicionales de mutaciones víricas 
con posible aumento de la patogenia o la transmisibilidad o producir virus con una alteración de la capacidad 
antigénica o la sensibilidad a fármacos. Se deben realizar valoraciones específicas del riesgo y adoptar las 
medidas oportunas de control del riesgo antes de realizar cualquiera de los procedimientos siguientes: 

1. Coinfección de cultivos celulares con coronavirus diferentes o cualquier procedimiento que pueda re-
sultar en una coinfección y, a su vez, en una recombinación.
2. Cultivo del virus en presencia de fármacos antivirales.
3. Modificación genética deliberada del virus.

6.2. TIPOS DE MUESTRA, CONSERVACIÓN Y PREPARACIÓN

Tipos de muestra y métodos de recogida

Para el aislamiento de SARS-CoV-2, como para otros virus respiratorios, son adecuadas tanto muestras del 
tracto respiratorio superior (TRS) como inferior (TRI). Las muestras del TRS más adecuadas son el exudado 
nasofaríngeo y el aspirado nasofaríngeo, y en el caso del TRI el lavado broncoalveolar (LBA). La utilización se 
secreciones bronquiales o esputo presentan una menor rentabilidad en cultivo celular, debido a la dificultad para 
su homogeneización y a la carga bacteriana que contienen. 
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Se ha investigado la presencia de virus viable en otros tipos de muestras como suero, heces, orina y 
lágrimas. El número de muestras extra-respiratorias examinado es limitado, reportándose el aislamiento 
ocasional del virus en heces (133). Dada la poca rentabilidad encontrada en este tipo de muestras no se 
recomienda su utilización para el aislamiento de SARS-CoV-2.

La obtención de muestras ha sido comentada en detalle previamente en otros apartados de este procedi-
miento. Recordar la importancia para la realización de cultivo celular de la utilización de torunda flocada y 
de viales con 2-3 ml de VTM (medio de transporte viral) o UTM (medio de transporte universal) que conten-
gan perlas de vidrio. 

El transporte y conservación de las muestras es similar al mencionado previamente para otras técnicas, 
pero teniendo en cuenta que en el caso del cultivo celular las muestras se deben conservar siempre a -80ºC 
y deben evitarse los ciclos de congelación-descongelación repetidos. 

Preparación de las muestras

Hay que asegurarse de que el vial con medio de transporte esta perfectamente cerrado antes de proceder 
a su agitación con un vórtex durante 20-30 segundos para desprender las partículas virales. La torunda 
se debe retirar rotándola contra la pared interna del envase para eliminar el medio de transporte viral que 
retenga. 

Tanto los aspirados nasales como los LBA deben diluirse en una proporción 1:1 con medio de transporte 
viral, perlas de vidrio, y mezclarse agitando con un vórtex tal y como se ha descrito anteriormente.

Las muestras deben centrifugarse a 600xg durante 15 min y utilizar el sobrenadante para el cultivo celular. 
Previamente hay que adicionar antibiótico y anfotericina B para eliminar las bacterias y hongos presentes 
en la muestra. La gentamicina es el antibiótico más ampliamente utilizado a una concentración final 5-10 
µg/ml, utilizándose la anfotericina B a una concentración final de 1-4 µg/ml. Antes de proceder a la inocu-
lación de la muestra en el cultivo celular hay que esperar 30 min tras haber añadido los antimicrobianos.

6.3. LÍNEAS CELULARES PERMISIVAS A LA INFECCIÓN POR SARS-CoV-2 Y MATERIAL 
NECESARIO PARA LA REALIZACIÓN DE CULTIVO CELULAR

La infección celular por Coronavirus depende de la unión de la proteína S a receptores celulares específi-
cos; en el caso de SARS-CoV-2 este receptor es ACE-2 que se expresa en diferentes tejidos humanos como 
pulmón, corazón, riñón y testículos. También se ha descrito la infección de líneas celulares procedentes de 
riñón de gato (CRFK), conejo (RK-13) y cerdo (PK-15). Se ha demostrado que todas las líneas celulares 
de riñón de dos especies de mono (cercopiteco verde y macaco rhesus) son susceptibles a la infección 
por SARS-CoV-2, presentando efecto citopático temprano (48 h) excepto la línea LLC-MK2 (134,135). Las 
líneas celulares en las que se ha comunicado replicación de SARS-CoV-2, su origen y si se desarrolla un 
efecto citipático (ECP) claramente identificable se muestran en la Tabla 3. A excepción de la línea celular 
Calu-3 todas las líneas celulares son de estirpe epitelial.

El ECP típico de SARS-CoV-2 que se desarrolla en la línea celular Vero E6, la más utilizada hasta el momen-
to, es la aparición de células redondeadas, desprendimiento y degeneración de las mismas y formación de 
sincitios. En la Figura 1 se muestra el aspecto normal de la línea celular Vero E6 y el ECP producido tras la 
infección por SARS-CoV-2.

Se ha reportado variabilidad entre los virus aislados y propagados en cultivo celular respecto al nivel máximo 
de replicación alcanzada, encontrándose hasta 3 logaritmos de diferencia en la TCID50/ml alcanzada (134).



DOCUMENTO CIENTÍFICO

27

Tabla 3. Líneas celulares susceptibles a la infección por SARS-CoV-2 

LINEA CELULAR ORIGEN DE LA LINEA CELULAR DESARROLLO DE ECP 
BGM Riñón cercopiteco verde 48 h 
MA 104 Riñón cercopiteco verde 48 h 
VERO E6 Riñón cercopiteco verde 48 h 
VERO E6 TMPRSS2 La línea cellular VERO E6 ha sido 

modificada para expresar la proteasa 
TMPRSS2. (136)  

48 h 

VERO 81 Riñón cercopiteco verde (no expresa la 
proteína STAT-1) 

48 h 

VERO/hSLAM Riñón cercopiteco verde (expresa 
CDw150, receptor para el virus del 
sarampión) 

48 h 

LLC-MK2 Riñón de macaco Rhesus NO 
Caco-2 Adenocarcinoma colo-rectal NO 
Calu-3 Adenocarcinoma pulmonar NO 
Huh7 Carcinoma hepatocelular NO 
U251 Glioblastoma NO 
293T Células renales embrionarias NO 

Figura 1. Aspecto de la línea celular Vero E6 (A) y ECP producido por SARS-CoV-2 (B) tras 72 h de incu-
bación

Material necesario para la realización de cultivo celular

Una vez decidida la línea celular a utilizar deben seguirse las recomendaciones establecidas para la utiliza-
ción del medio de cultivo más idóneo.

En líneas generales cualquiera de las variantes de la línea celular Vero crecen con medio de cultivo MEM 
(medio esencial mínimo de Eagle) o D-MEM (medio Eagle modificado por Dulbeco) que contiene una mayor 
proporción de aminoácidos (x2) y vitaminas (x4) en su composición. Existen formulaciones comerciales de 
los medios de cultivo que incluyen la presencia de L-glutamina, que si no forma parte de la composición 
original, debe ser añadida en un volumen que suponga el 2% del volumen total del medio de cultivo (con-
centración del stock de L-glutamina 1 M).  Se añade también antibiótico, la combinación clásica utilizada es 
penicilina+estreptomicina a una concentración de 100 U/ml, y un 5-10% de suero bovino fetal previamente 
inactivado tras una incubación de 1 hora a 56ºC. Una vez preparado el medio de cultivo se mantiene refri-
gerado a 4ºC, debiendo atemperarse (en baño a 37ºC) cada vez que vaya a ser utilizado.
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Dependiendo del tipo de cultivo, aislamiento a partir de muestra clínica o propagación viral se utilizará un 
formato adecuado para el mismo. En el caso del aislamiento a partir de muestra clínica el formato recomen-
dado es la placa de 24 pocillos, mientras que para la propagación del virus es más conveniente la utilización 
de flascones de 25 cm². Dependiendo de la atmósfera de incubación se seleccionará el tipo de tapón (gas 
permeable o no) de los flascones de cultivo.

Para el mantenimiento de la línea celular se realiza cultivo en flascón, y dos veces por semana se cambia 
el medio y se despegan las células utilizando tripsina, se lavan con PBS 1x, y se resuspenden en medio de 
cultivo para proceder a su contaje en cámara de Neubauer, ajustándose la concentración a 1x10⁵ células/
ml. Para proceder a la infección, la monocapa celular debe estar en un estado de semiconfluencia, evitando
el sobrecrecimiento.

6.4. AISLAMIENTO VIRAL A PARTIR DE MUESTRA CLÍNICA

Como se ha mencionado anteriormente el formato de cultivo más utilizado es la placa de 24 pocillos en la 
que se han dispensado las células VERO a una concentración de 1x10⁵ células/ml/pocillo. A las 48 h se 
añade a cada pocillo el sobrenadante viral (200-500 µl) obtenido tras la preparación de la muestra, tal y 
como se ha indicado en un apartado anterior, incubando entre 2-12 h. Tras la incubación se retira el medio 
de cada pocillo y se lava con PBS 1x al menos 2 veces, teniendo siempre el máximo cuidado para que 
no se desprenda la monocapa y para no hacer aerosoles. Se añade 1 ml de medio de cultivo completo a 
cada pocillo y se deja incubar a 37ºC durante 5 días, sin realizar ningún cambio de medio de cultivo. Para 
el cultivo en formato de placa es recomendable la utilización de un incubador con atmósfera con 5% CO2.

El ECP se desarrolla rápidamente (Figura 1) siendo posible su visualización antes de las 48 h. Se reco-
mienda comprobar la replicación viral recogiendo al final entre 200-700 µl, dependiendo de la plataforma 
molecular que vaya a utilizarse, del sobrenadante del cultivo para realizar una rRT-PCR y comparar el valor 
de Ct que se obtenga con el que se obtuvo al testar la muestra en el momento del diagnóstico molecular. 
Debe haber al menos una diferencia de 3 ciclos entre el valor de Ct obtenido en el sobrenadante del cultivo 
y el valor de Ct obtenido inicialmente en la muestra (Ct sobrenadante de cultivo-Ct inicial de la muestra >3), 
lo que equivale aproximadamente a 1 log de diferencia en la concentración. Habitualmente esta diferencia 
es de varios logaritmos.

Cultivo-detección en shell-vial

El cultivo-detección en shell-vial permite identificar la presencia del virus en la muestra clínica sin esperar al 
desarrollo del ECP. Para ello se necesita un anticuerpo primario que reconozca una proteína viral, que en 
el caso de SARS-CoV-2 es normalmente la proteína N, y un anticuerpo secundario que reconozca el origen 
de la inmunoglobulina que constituye el anticuerpo primario. Así, si se utiliza una IgG humana anti-N, el an-
ticuerpo secundario puede ser una IgG originada en ratón y que se una a la IgG humana. En la primera ola 
pandémica y ante la falta de anticuerpos monoclonales comerciales, se utilizó el suero de sujetos convale-
cientes con buenos resultados. Se recomienda utilizar anticuerpos dirigidos frente a proteínas conservadas 
que presenten poca variabilidad.

La preparación de las muestras, de la placa de 24 pocillos y el procedimiento de inoculación de la muestra 
son los mismos que los descritos para el cultivo celular convencional. El periodo de incubación se limita a 
48 h, y transcurrido este tiempo, se retira el sobrenadante, se lava la monocapa celular con PBS 1x una vez, 
y se añade a cada pocillo 1 ml de metanol que se mantiene durante 10 min. Pasado este tiempo, se aspira 
y se lava de nuevo con PBS 1x, añadiendo a continuación el anticuerpo primario diluido en 500 µl de PBS 
1x de acuerdo a las instrucciones del proveedor (normalmente se utiliza una dilución 1:1.000). Se incuba a 
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37ºC en atmósfera de CO2 durante 1-2 h, y transcurrido este tiempo se lava dos veces cada pocillo con 1 
ml de PBS 1x y se añade el anticuerpo secundario diluido (1: 1.000) también en tampón PBS 1x, incubando 
en este caso 30 min-1 hora. A continuación, se lava cada pocillo con 1 ml de PBS 1x y se examina la placa 
con un sistema de imagen digital que permite detectar fluorescencia de varios colores y que incorpora un 
microscopio invertido, enfoque automático y un software integrado para la adquisición de imágenes (EVOS 
M5000 (Thermo Fisher) o similar). Si no se dispone de este tipo de imagen debe utilizarse en vez de placa 
de 24 pocillos tubos de shell-vial individuales, extrayendo tras llegar al final del proceso el cubreobjetos al 
que está adherida la monocapa celular, procediendo a su montaje en un portaobjetos para su visualización 
en microscopio de fluorescencia. Si se realiza el procedimiento utilizando esta opción tener en cuenta que 
existen proveedores de shell-vial de diferentes líneas celulares listos para su inoculación (consultar dispo-
nibilidad para Vero E6).

En la Figura 2 puede observarse la detección SARS-CoV-2 con el cultivo mediante la técnica de shell-vial 
en muestras respiratorias que contienen diferentes concentraciones virales. Las células de color verde, pre-
dominantemente en su citoplasma, son células Vero E6 infectadas.

Figura 2. Cultivo celular en shell-vial. Las células con fluorescencia verde están infectadas por SARS-CoV-2 
presente en la muestra clínica.

Diferentes concentraciones del virus viable presentes en la muestra clínica se ven reflejadas en los diferentes pa-
neles: A, baja carga viral; B, carga viral intermedia; C: alta carga viral que produce a las 48 h ECP visible también 
en el cultivo en shell-vial.

Aunque la utilización de la técnica de shell-vial se generalizó para la detección en cultivo celular de virus 
respiratorios como virus influenza y virus respiratorio sincitial (VRS), debido a su rapidez comparando con 
el cultivo celular convencional, no existen datos sobre su aplicación para el diagnóstico de SARS-CoV-2, 
sin duda debido a la rapidez con la que el virus desarrolla ECP. Su utilización hasta ahora ha sido como una 
prueba confirmatoria de la especificidad del ECP detectado en cultivo celular convencional.

6.5. ENSAYOS DE CUANTIFICACIÓN VIRAL

Se utilizan fundamentalmente en investigación. La opción más sencilla es el cálculo de la TCID50 (Tissue 
Culture Infectious Dose), la cantidad de virus necesaria para producir ECP en el 50% de las células sus-
ceptibles a la infección después de su infección con diluciones seriadas de la muestra que contiene SARS-
CoV-2 (137). Siempre debe testarse cada dilución en triplicado.

El ensayo de formación de focos se basa en la detección de células que han sido infectadas por una unidad 
infecciosa, y que expresan una gran cantidad de antígeno viral que se detectan utilizando anticuerpo virus-
específico directamente conjugado a una sustancia colorimétrica o a través de un anticuerpo secundario 
fluorescente (138). Este tipo de ensayo permite testar un número elevado de muestras de forma simultánea 
utilizando placas de 96 pocillos.
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El método de referencia para la cuantificación de partículas virales con capacidad infectiva es el ensayo de 
placas (139,140). El término placa describe la zona de muerte celular que ocurre una vez que una unidad 
infectiva entra en la célula y se disemina a las células adyacentes durante el periodo de incubación. Este 
ensayo no utiliza reactivos virus-específico, y no puede aplicarse cuando la muestra que se va a utilizar 
tiene efecto citotóxico por si misma o cuando el virus desarrolla un ECP muy leve en la línea celular. Es 
imprescindible utilizar líneas celulares muy permisivas a la infección viral, en las que SARS-CoV-2 cause 
una mortalidad sustancial (138,141). Suele utilizarse un cultivo en placa de 6 pocillos y se testan las dilu-
ciones de la muestra (10-1 a 10-8) al menos en duplicado. Debe generarse un volumen suficiente para que 
cada pocillo contenga 200 µl; siempre se inocula primero la dilución mayor, tras haber retirado el medio de 
cultivo. Se incuba 1 h a 37ºC en una atmósfera con 5% de CO2 rotando las placas cada 15 min para evitar 
que se sequen, preparándose mientras MEM 2x + 4% suero bovino fetal con 2% de metil-celulosa en una 
proporción 1:1. Se mantiene la mezcla a 37ºC hasta ser utilizada. Al finalizar la incubación se añaden 2 
ml de MEM, metil-celulosa a cada pocillo y se incuban las placas 3 días a 37ºC en una atmósfera con 5% 
de CO2. Al finalizar la incubación se retira cuidadosamente la capa de metil-celulosa y se fijan las células 
añadiendo a cada pocillo 3 ml de 4% de paraformaldehído en PBS 1x, incubando a temperatura ambiente 
durante 20 min. Tras retirar la solución de paraformaldeíido se añade 1 ml de 0,05% de cristal violeta en 
20% de metanol a cada pocillo y se incuba durante 20-30 min. El siguiente paso es retirar el cristal violeta 
lavando con agua destilada cuantas veces sea necesario, hasta que las placas sean claramente visibles. 
Se procede al contaje de placas en la dilución en la que encontremos entre 10-100. Para calcular el título de 
unidades formadoras de placa/ml se utiliza la siguiente fórmula:

			 Número de placas
Título (PFU/ml) =  x 10Número de diluciones 

         0.2 ml

6.6. INDICACIONES

El cultivo celular es la técnica que nos da información sobre la presencia de virus viable en la muestra clíni-
ca, proporcionándonos por tanto información sobre la infectividad del paciente con COVID-19. La utilización 
de las técnicas moleculares para el seguimiento de los pacientes infectados y su prolongada positividad ha 
inducido a la inclusión en protocolos de actuación clínica la exigencia de una detección negativa en muestra 
respiratoria para considerar que un sujeto infectado ha dejado de ser contagioso. Los trabajos publicados 
(16), en los que se ha seguido al paciente infectado con rRT-PCR y cultivo celular, han demostrado que el 
virus se mantiene viable un periodo de tiempo muy inferior al de la positividad de la detección molecular, un 
hecho común a todas las infecciones respiratorias víricas.

El cultivo celular es además imprescindible para avanzar en el conocimiento sobre el comportamiento de 
las diferentes variantes y medir su capacidad infectiva, la generación de sobrenadantes virales titulados que 
nos permitan medir la actividad neutralizante de los anticuerpos generados tras la infección natural o tras 
la vacunación y la realización de pruebas de sensibilidad in vitro frente a fármacos con actividad frente a 
SARS-CoV-2.

Viabilidad SARS-CoV-2 en pacientes con COVID-19

Existen diferencias en los estudios publicados en cuanto a la duración de la viabilidad viral en muestras 
respiratorias (142). Estas diferencias vienen dadas por cuestiones técnicas como la línea celular utilizada 
(143,144), si el cultivo viral se ha realizado de forma prospectiva o retrospectiva, tiempo transcurrido desde 
el inicio de los síntomas, gravedad del cuadro clínico (57) y si el paciente está inmunocomprometido (53) o 
no. 
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De forma general podemos asumir que en pacientes con COVID leve y sin inmunosupresión el virus per-
manece viable en muestras respiratorias menos de 1 semana, pudiendo encontrarse algunos sujetos infec-
tados con replicación viral hasta el día 10, mientras que en pacientes con neumonía bilateral o que están 
recibiendo terapia inmunosupresora, y especialmente en estos últimos, el virus puede presentar replicación 
en tracto respiratorio durante periodos de tiempo prolongados (más de 20 días).

6.7. CORRELACIÓN DE LOS RESULTADOS DEL CULTIVO CELULAR CON OTRAS TÉCNI-
CAS DIAGNÓSTICAS

La mayoría de los datos de los que disponemos comparan el cultivo celular con la rRT-PCR. Los estudios 
muestran que existe una correlación entre la presencia de virus viable y un valor de Ct bajo (<25), tiempo 
transcurrido desde el inicio de síntomas < 1 semana, presentación de neumonía severa e inmunosupresión. 
Con respecto a la presencia de virus viable en presencia de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 se ha demostra-
do que esta situación clínica es posible (57), no debiendo asumirse que la presencia de anticuerpos equi-
vale a falta de infectividad cuando estamos en presencia de pacientes con neumonía severa o pacientes 
inmunocomprometidos.

Existen menos datos sobre la correlación entre la detección antigénica y la viabilidad viral (83), y están 
limitados a muestras obtenidas en la primera semana de inicio de síntomas, mostrándose una mejor corre-
lación del cultivo viral con la detección antigénica, que con la rRT-PCR. La explicación más plausible es la 
relación entre la observación de ECP y la cantidad de virus presente en la muestra, semi-cuantificada a tra-
vés del valor del Ct. La detección antigénica es menos sensible que la rRT-PCR detectando habitualmente 
muestras con un valor de Ct< 30.

7. ESTRATEGIAS PARA LA DETECCIÓN DE VARIANTES DEL SARS-COV-2

Solo una semana después del anuncio de la OMS de unos casos de neumonía de origen desconocido, más 
tarde denominada COVID-19, se obtuvo la primera secuenciación de genoma completo de un nuevo agente 
infeccioso responsable de los mismos, el coronavirus SARS-CoV-2. Desde entonces una cantidad sin prece-
dentes de genomas completos de este nuevo virus se han depositado en bases de datos públicas, especial-
mente en GISAID (Global Initiative on Sharing All Influenza Data). Por ello, podemos afirmar que la pandemia 
de COVID-19 ha supuesto el impulso definitivo para la implementación de la estrategia de secuenciación de 
genomas completos en los laboratorios de Microbiología Clínica, ofreciendo un servicio de enorme importan-
cia a la Salud Pública, como la mejor propuesta para conocer en tiempo real la diseminación y diversificación 
de cualquier agente infeccioso responsable de epidemias presentes o futuras. Así a nivel nacional, desde el 
Ministerio de Sanidad y el Centro Nacional de Microbiología se ha gestado una red de laboratorios (145) con 
capacidad de realizar estas técnicas de secuenciación en aras de fortalecer la vigilancia de la pandemia de 
COVID-19, así como de identificar lo antes posible la aparición y dispersión de variantes virales de interés 
(las denominadas VOI, acrónimo de las siglas inglesas variants of interest) y de variantes de preocupación 
(las denominadas VOC, acrónimo de las siglas inglesas variants of concern) por su potencial amenaza para 
la sociedad. Esta clasificación es común para todas las agencias internacionales, pero el ECDC y los CDC 
han incorporado 2 nuevos tipos de variantes a vigilar. Los CDC han creado el grupo de las variantes con 
altas consecuencias (las denominadas VOHC, acrónimo de variants of high consequences), pero no han 
propuesto aún ninguna variante que pueda incluirse dentro de este grupo. Por su parte, el ECDC diferencia 
las denominadas variants under monitoring (VUM) para aquellas variantes con indicios de que podrían tener 
propiedades similares a las de una VOC, siendo las pruebas de momento débiles. Por tanto, a día de hoy, si 
estableciéramos un gradiente entre las variantes de SARS-CoV-2 sería, de menor a mayor relevancia: VUM, 
VOI, VOC y VOHC (146).
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Es indiscutible que la secuenciación de genomas completos aporta la información más completa y precisa 
sobre las dinámicas de aparición y dispersión de variantes en una región y tiempo determinado; sin embargo, 
en la práctica esta estrategia no permite ni el análisis de todas las muestras positivas ni la posibilidad de ob-
tener los resultados en un tiempo de respuesta adecuado para poder implementar medidas de Salud Pública 
eficientes (147). Por ello, se ha optado en muchos laboratorios de diagnóstico clínico por un cribado de todas 
las muestras positivas mediante RT-PCR de mutaciones concretas que permiten sospechar la presencia de 
estas variantes. Cada centro deberá aplicar un algoritmo diferente para la detección de la mayoría de las 
mutaciones relacionadas con estas variantes, una representación de las cuales, deberá ser posteriormente 
confirmada por secuenciación. Esta estrategia debe ser flexible y rápidamente adaptable a cambios depen-
diendo de la epidemiología local (147) y debe permitir sospechar, al menos, la presencia de las denominadas 
VOC (148). Es importante resaltar que ambas aproximaciones son complementarias y cada una de ellas 
responde a diferentes objetivos. Es deseable que, la mayoría, sino todos, los laboratorios con capacidad de 
diagnóstico molecular puedan implementar su propio algoritmo basado en PCR en tiempo real y en aquellos 
laboratorios con capacidad de secuenciación genómica, una estrategia en dos etapas (149) que incluya el 
cribado de variantes y la confirmación posterior por secuenciación parcial o completa.

7.1. APROXIMACIÓN GENÉTICA BASADA EN CRIBADO DE VARIANTES

Aunque algunas empresas de diagnóstico informan que su estrategia consiste en asignar linajes en base a la 
detección de una única mutación, resulta una aproximación algo arriesgada y probablemente cuestionable. 
Es más razonable en las estrategias de cribado, asumir que ninguna mutación está asociada exclusivamen-
te a un determinado linaje o VOC. Por ejemplo, la mutación N501Y se describe en las 3 principales VOC 
(B.1.1.7, B1.351 y P1), o la deleción 69-70 en la espícula, asociada fuertemente al linaje B.1.1.7 (variante bri-
tánica), pero también presente en B.1.525 (variante Nigeria) clasificada como VOI. Por ello, se debe estable-
cer el número mínimo de mutaciones o rasgos genéticos a analizar, para asignar con un grado de confianza 
moderado, que pudiéramos estar ante una determinada VOC. Aun así, la adscripción a un determinado linaje 
será siempre presuntiva y debemos aceptar que esta estrategia, muy útil por su rapidez (<24 h) y viabilidad 
para aplicar en todas las muestras positivas, debe estar sometida continuamente a revisión y adaptación en 
función de la aparición de nuevas variantes o nuevas mutaciones en variantes descritas.

Diferentes estrategias técnicas para inferir la presencia de variantes de preocupación 

Existen varias aproximaciones técnicas desarrolladas por diferentes plataformas comerciales, tales como cri-
bados basados en discriminación alélica de mutaciones puntuales por PCR alelo-específico o por Tm (tempe-
rature of melting), o bien por detección de deleciones específicas y análisis de fragmentos por electroforesis 
capilar. La estrategia más altamente implementada en los laboratorios clínicos es la discriminación alélica. 
Si esta es la primera opción, al ser una técnica que se basa en la alta especificidad del diseño de cebadores 
y sondas, es recomendable usar técnicas comerciales ampliamente ensayadas. A la hora de decidir una 
plataforma comercial u otra se debe analizar cuál es la oferta de SNPs (acrónimo de single nucleotide poly-
morphisms) que pueden ser analizados y cual se adapta mejor a cada escenario epidemiológico en particular. 
Las técnicas basadas en discriminación alélica requieren en el diseño la posibilidad de detectar en el mismo 
ensayo tanto la población salvaje como la población que porta la mutación objeto de estudio (población mu-
tada), de manera que se puedan discriminar una u otra. Esta diferenciación se hace por el uso de fluoróforos 
diferentes para cada subpoblación en la estrategia de PCR alelo específica o por el análisis de Tm, donde 
cada ADN amplificado (mutado y salvaje), de cadena doble, se disociará a una temperatura diferente.

Se ha descrito otra aproximación basada en las deleciones que se identifican en SARS-CoV-2, de las que 
algunas son comunes a varios linajes VOC y otras específicas de ellos. Consisten en amplificar fragmentos 
genómicos que incluyan estas deleciones y separarlos luego por electroforesis. Por ejemplo, la deleción en 
ORF1A (SDF3675_3677del) está presente en las 3 principales VOC que ya se han comentado previamente, 
mientras que la deleción en la posición 69-70 de S está presente en B.1.1.7. Con esta estrategia se pueden 
identificar con cierta rapidez más muestras en un mismo ensayo a menor coste y analizando más diferencias 
por ensayo que en la estrategia de discriminación alélica (150).
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Propuesta de algoritmo para la sospecha de variantes de preocupación

Atendiendo al número de VOC descritas a nivel mundial y a la presencia de éstas en nuestro entorno, nos 
atrevemos a proponer un algoritmo, más como ejercicio estratégico que como recomendación, pues siendo hoy 
una estrategia válida, podría no serlo cuando este documento sea público, especialmente en el contexto actual 
de gran dinamismo de las variantes de SARS-CoV-2. Las principales VOC según el ECDC son Alpha o B.1.1.7 
(incluyendo la variante B.1.1.7+E484K), Gamma o B.1.1.28 (o P1), Beta o B1.351 y Delta o B.1.617.2 (146), 
mientras que el CDC incluye también Epsilon o B.1.427 y B.1.429 (151). En nuestro entorno, hasta finales del 
mes de junio de 2021, B.1.1.7 ha representado la VOC mayoritaria, alcanzando >80% de los casos diagnos-
ticados, seguidos por B.1.1.28 y en menor medida B.1.351. Estos linajes tienen en común la presencia de la 
mutación N501Y, lo que sugiere que este cambio es un evento inicial clave y su aparición debe monitorearse 
en todo el mundo con atención. Si bien en muchos sitios, especialmente de Europa, está implementada la es-
trategia SGTF (del acrónimo inglés S gene target failure) para detectar la deleción 69-70 de la proteína S para 
sospechar B.1.1.7, por estar asociada a una plataforma de diagnóstico ampliamente distribuida. Se conozca o 
no la presencia de la deleción 69-70, la mutación N501Y debe estar en las primeras etapas de nuestro algorit-
mo. En una segunda etapa o simultáneamente según el flujo de trabajo más adecuado a cada laboratorio, las 
mutaciones E484K y K417T/N. Con este sencillo esquema, podremos hacer una asignación presuntiva de las 
principales VOC de España a fecha junio de 2021 (B.1.1.7, B.1.1.7+E484K, B.1.1.28, B1.351) basado en >2 
mutaciones (148). Como ya se ha comentado, nos hallamos en un contexto absolutamente dinámico y habrá 
que actualizar constantemente estos algoritmos. Por ejemplo, en el momento de realizar la última corrección 
a este documento, la variante delta (B.1.617.2) ya está considerada como VOC y es la predominante en gran 
parte de España. 

Si bien la mayoría de las propuestas de cribado se han basado en detectar unos determinados SNPs para 
asociar presuntivamente a un linaje o VOC, esta aproximación es muy dependiente de la acumulación de 
nuevas mutaciones en esos linajes. Otra aproximación más duradera en el tiempo puede ser realizar un 
seguimiento de mutaciones asociadas a mayor transmisibilidad o escape vacunal (152), en lugar de un se-
guimiento de variantes. El incremento poblacional de esas mutaciones bien conocidas sería un marcador de 
cambio epidemiológico relevante. 

7.2. CARACTERIZACIÓN DE VARIANTES DE SARS-CoV-2 BASADA EN SECUENCIACIÓN 
GENÓMICA PARCIAL O COMPLETA

Los estudios genómicos nos darán una información útil de la pandemia de SARS-CoV-2, ya que permiten co-
nocer la dinámica de introducción de nuevos virus en la región de vigilancia, identificar cadenas de transmisión 
en la población o inferir si existe relación entre determinadas variantes y una peor progresión de la enfermedad. 

En enero de 2021, siguiendo las recomendaciones de la OMS (153) y ECDC (154), la Ponencia de Alertas y 
la Comisión de Salud Pública aprobaron el documento de “Estrategia de integración de la secuenciación en 
la vigilancia de SARS CoV-2”, que plantea la necesidad de incluir como parte de la vigilancia de la COVID-19, 
los datos generados mediante secuenciación genómica de SARS-CoV-2 para la detección e identificación de 
variantes virales en España (145). Los objetivos, contemplados en ese primer documento se centran en la iden-
tificación de variantes que impliquen un aumento de la transmisibilidad, virulencia o sospechas de reinfecciones 
y fallos de la respuesta inmune. La vigilancia genómica combinada con la información epidemiológica muestra 
grandes beneficios para la investigación de la COVID-19 asociado a la atención médica (155) y la salud pública.

Selección de muestreo. Tipos de muestras

Como no es viable desde el punto de vista económico y temporal la secuenciación genómica de todas 
las muestras en las que se demuestra la presencia de SARS-CoV-2, es necesario secuenciar un número 
representativo que debe ser al menos el 5%, y preferiblemente el 10%, de los resultados positivos de las 
pruebas de COVID-19. El ECDC ha establecido los criterios precisos para definir ese número representativo 



DOCUMENTO CIENTÍFICO

34

por unidad de tiempo y unidad geográfica, asumiendo un muestreo aleatorio mediante el método binomial 
(156). Una vez definido el tamaño muestral, se debe establecer un criterio de selección: aleatorio, dirigido 
o mixto. Las estrategias dirigidas deben incluir la selección de variantes de escape de la vacuna del SARS-
CoV-2, virus que causan reinfecciones, variantes que surgen en poblaciones animales, variantes con trans-
misión aumentada (especialmente si no se explican por otros factores epidemiológicos) o aisladas de pa-
cientes con mala evolución. La estrategia mixta sugiere incluir todos los escenarios anteriormente descritos
y completar con una selección aleatoria de muestras procedentes de atención primaria y hospitalización en
una proporción 4:1 (157). Esta opción se está implementando poco a poco para poder alcanzar los objetivos
propuestos, a costa de perder mayor precisión en la distribución poblacional de variantes. Es conveniente
recordar dos observaciones bien conocidas por los usuarios de esta técnica, tanto la necesidad de incluir un
control negativo desde las primeras etapas para excluir la contaminación, como la necesidad de completar
los ensayos con el máximo de muestras que permita nuestro ensayo, para optimizar costes.

Las muestras seleccionadas asumimos que serán muestras respiratorias, casi siempre los remanentes de las 
muestras nasofaríngeas usadas para el diagnóstico de la infección por SARS-CoV-2. Las muestras de origen 
respiratorio además de ser las más abundantes, generalmente ofrecen mayores cargas virales y por tanto 
mayor garantía de éxito en la secuenciación, por lo que elegiremos siempre este tipo de muestra. 

Sin embargo, el virus se puede detectar en otros tipos de muestras, que pueden ser ocasionalmente ele-
gidas. Por ejemplo, muestras del tracto gastrointestinal, o muestras de autopsia ofrecen un valor clínico y 
epidemiólogo muy valioso, especialmente cuando el resultado en las muestras respiratorias es negativo, pero 
tienen limitaciones. Las muestras gastrointestinales deben ser centrifugadas y filtradas para eliminar bacte-
rias o células humanas que puedan reducir la sensibilidad de las diferentes estrategias de secuenciación, 
mientras que las muestras de autopsia, difíciles de obtener, generalmente estarán parafinadas y el tratamien-
to posterior rinde un ARN muy fragmentado, en cuyo caso nuestra estrategia de secuenciación podría variar 
respecto a la de la muestra respiratoria. Hay otros 2 tipos de muestra que requieren también una mención. 
Las muestras de saliva, que en algunas áreas o situaciones se han generalizado, tienen la limitación de una 
alta variabilidad en la CV dependiente del proceso de recolección, que puede ofrecer un menor número de 
muestras con Ct adecuados para emprender la secuenciación. Por otra parte, también pueden utilizarse los 
aislados procedentes de cultivos virales. Aunque no son muchos los laboratorios que, por requerimientos de 
bioseguridad, tienen implementada esta técnica es importante recordar que, si bien el éxito de la secuencia-
ción está más garantizado, el resultado podría no representar la población viral real en el paciente, tanto por 
generación de variantes artificiales como por reducción de la diversidad viral. Por tanto, en esta fase de la 
vigilancia epidemiológica de SARS-CoV-2, la secuenciación del virus procedente de cultivo no es una buena 
alternativa.

Estrategias de secuenciación: secuenciación genómica parcial o completa 

Se aceptan dos estrategias de secuenciación; por un lado, la secuenciación parcial y por otro la de genoma 
completo. La secuenciación parcial hace referencia a la secuenciación parcial o completa del gen S, al codifi-
car este gen la proteína de la espícula implicada en el reconocimiento del receptor ACE2 y por tanto sometido 
a presión selectiva, en el que se han descrito las principales mutaciones implicadas en transmisibilidad (como 
D614G o N501Y), virulencia (V1176F) o resistencia a los anticuerpos (E484K); si bien otras mutaciones en 
otras regiones también estarían relacionadas con virulencia (L3930F en ORF1A). Aquellos laboratorios que 
se han decantado por esta estrategia generalmente usan la tecnología Sanger, por su facilidad de uso y ser 
ampliamente accesible en muchos laboratorios de Microbiología. 

Por otro lado, muchos laboratorios han decidido dar un salto hacia la implementación de la secuenciación 
completa. Se trata de una estrategia que ofrece más información, pero que requiere personal más entre-
nado y espacios dedicados a esta tecnología robusta pero sensible. Si este proceso se realiza en el propio 
laboratorio que hace el diagnóstico, se podrá utilizar el ARN restante usado para el diagnóstico molecular 
(conservado entre -20ºC a -80ºC dependiendo del tiempo estimado entre ambas técnicas). Si por el contrario 
el ensayo de secuenciación está externalizado, es aconsejable enviar la muestra original inactivada y realizar 
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la extracción en el centro que realice la secuenciación.

Hay varios métodos disponibles para la secuenciación de genomas completos de SARS-CoV-2 a partir de 
muestras clínicas basados en el concepto general de NGS (acrónimo de Next Generation Sequencing). Para 
una descripción detallada de las plataformas de secuenciación completa, recomendamos la lectura del Pro-
cedimiento nº 71 de la SEIMC recientemente publicado (158). Básicamente podemos definir 2 estrategias, 
los protocolos metagenómicos (mNGS) y los protocolos de enriquecimiento. Los mNGS no requieren cono-
cimiento previo del patógeno, lo que resulta muy útil en las fases iniciales de la pandemia, pero son poco 
utilizados en el momento actual debido a que estas estrategias, en comparación con otras, requieren más 
CV (Ct<25) para alcanzar el éxito de secuenciación con buena cobertura. Los protocolos de enriquecimien-
to se pueden diferenciar en protocolos por captura de una secuencia determinada (targeted capture-based 
approaches) y protocolos por amplicones de PCR (targeted amplicon-based approaches). Los protocolos de 
enriquecimiento permiten trabajar muestras clínicas con Ct ≤30-35, incrementando entre 100-10.000 veces 
la sensibilidad (159). Los métodos de captura toleran una diferencia de 10-20% en las sondas de captura que 
no se permite en la estrategia basada en amplicones por PCR. Si bien esa característica técnica ofrece una 
ventaja a las aproximaciones por captura, resulta una técnica más compleja y más cara (153), y teniendo en 
cuenta que el virus tiene actualmente poca variabilidad genética, la aproximación por amplicones es la prefe-
rida por los usuarios. Sin embargo, es un protocolo que requiere continua revisión a medida que se observen 
fallos de amplificación independientemente de la CV, debido a la posible emergencia de nuevas mutaciones 
y deleciones.

Para la mayoría de los objetivos de vigilancia genómica, es suficiente una secuencia de consenso del geno-
ma completo o casi completo. Esto se puede lograr de manera rentable mediante múltiples amplicones, como 
propone el protocolo ARTIC v4 (https://artic.network/ncov-2019), disponibles para las plataformas Illumina y 
Ion Torrent con excelentes coberturas del genoma viral (>99%) usando 98 o 237 amplicones (Illumina CO-
VIDSeq y Ion AmpliSeq panel de Ion Torrent), respectivamente.

Análisis de datos: protocolos de bioinformática

El protocolo ARTIC y los kits comerciales para las plataformas más comúnmente usadas incluyen pipelines 
de análisis bioinformático sencillo y casi automáticos (Dragen y Genexus, para Illumina y Ion Torrent, respec-
tivamente) y son adecuados para la detección de las variantes mayoritarias, así como pequeñas inserciones/
deleciones nucleotídicas, y para la generación de secuencias de consenso para depositar en bases públicas 
de datos de secuencias. Para otros tipos de análisis, como la determinación de variantes minoritarias se 
recomienda la competencia específica ya que estos análisis son técnicamente desafiantes y, a menudo, no 
pueden automatizarse por completo. En general debemos asumir que no se puede identificar una variante 
con precisión con menos de 20 lecturas. Las posiciones polimórficas deben denominarse bases ambiguas 
(X) en el genoma de consenso final. Cuando las secuencias tengan >10% de posiciones ambiguas deberían 
ser eliminadas, ya que son sospechosas de poblaciones virales mixtas y de contaminación cruzada, por lo 
que deberían ser revisadas con detalle. Por otra parte, es importante recordar que a partir de muestras con 
valores de Ct altos, por distribución estocástica, aumenta mucho la probabilidad de detectar tanto variantes 
minoritarias como variantes mayoritarias, generando errores de interpretación.

La asignación de linaje por Pango lineage (https://cov-lineages.org/) es el método preferido para la asigna-
ción de linajes y la confirmación de variantes, pero hay que recordar que Pango identifica un número mínimo 
de mutaciones para asignar a un linaje. Por ejemplo, de las 17 mutaciones del linaje B.1.1.7, con tan solo 5 
mutaciones Pango asigna ese linaje (10/17 para P1 o 5/9 para B.1.351), por lo que es importante conocer en 
nuestro entorno qué combinaciones de mutaciones son más frecuentemente asociadas a los linajes conoci-
dos y asegurar que cada mutación no común o nueva es identificada para vigilarla y comunicarla. 

Otra consideración que debemos recordar en el proceso de asignación de linaje y representación gráfica, 
cuando la rama de nuestra secuencia es muy larga probablemente nos esté indicando algún error en el   
ensamblaje o sospecha de recombinación (aún no descrito en SARS-CoV-2 al ser un virus emergente y con 

https://artic.network/ncov-2019
https://cov-lineages.org/
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poco tiempo de evolución para que podamos detectarlo). En cualquiera de los dos escenarios, es absoluta-
mente necesario revisar nuestra secuencia.

Compartir y reportar datos

Los resultados de las secuencias consenso del SARS-CoV-2 obtenidas en los laboratorios deben 
compartir-se a través de plataformas de acceso público como GISAID EpiCov (www.gisaid.org), para permitir 
el análisis filogenético global. Para depositar las secuencias en esta base de datos debe estar registrado al 
menos un representante del laboratorio. Por cada secuencia depositada se exige una información mínima 
como edad y sexo del paciente, país de origen o fecha de la muestra. Una vez subidos los archivos, antes 
de asignar un número definitivo, esta información se revisa por la plataforma. Si existe algún error, los 
administradores se ponen en contacto con la persona registrada para que revise una determinada 
secuencia. Una vez subsana-do el error, se adjudica un número en GISAID que corresponderá 
específicamente a una secuencia.

Además, deberán informarse a los departamentos de Salud Pública, así como al Centro Nacional de 
Micro-biología como seguimiento de un resultado positivo e identificando los motivos que llevaron a esa 
secuen-ciación (aleatorio, reinfección, mala evolución, fallo vacunal, patrón atípico de mutaciones en 
cribado, o simplemente vigilancia…). Cada laboratorio deberá establecer con sus representantes de 
Salud Pública el sistema de transmisión de la información que incluya datos demográficos del paciente, 
tipo de análisis, tipo y fecha de muestra, información del centro responsable de la secuenciación, así como 
información relevante sobre el resultado de secuenciación, linaje identificado, detección de mutaciones no 
esperadas y número de acceso a GISAID.

7.3. DIAGNÓSTICO DE LA REINFECCIÓN

Las reinfecciones por coronavirus estacionales eran fenómenos conocidos antes de la aparición de la 
CO-VID-19. Se aceptaba en esos modelos que la reinfección podía ocurrir de media después de 90 
días del primer episodio. Este valor temporal se ha usado de referencia para sospechar una posible 
reinfección en el caso de SARS-CoV-2 en nuestro país (aunque muchos países europeos consideran solo 
2 meses, siempre y cuando exista un periodo asintomático entre los 2 episodios) (160). Por otra parte, el 
riesgo de reinfección puede ocurrir aun con niveles de anticuerpos relativamente altos y estables, por lo 
que el valor de la serolo-gía puede ser muy limitado en este punto. Una cuestión importante es con qué 
frecuencia se detectan rein-fecciones. Varias publicaciones notifican un 0,3- 0,7% (161), por lo que la 
probabilidad de reinfecciones por SARS-CoV-2 es a priori un evento raro y por tanto debemos definir bien 
los criterios de selección de casos. 

Desde el punto de vista óptimo se considera* (162):

a) reinfección confirmada, cuando se obtiene una secuencia genética viral diferente en el primer y en el
segundo episodio. También se considerará reinfección confirmada cuando habiendo detectado el mismo
linaje viral, la diferencia genética entre las secuencias de un episodio y otro es >2 mutaciones/mes, entre
episodios.
b) reinfección probable, se entenderá cuando se confirmen en 2 estudios moleculares diferentes corres-
pondientes a los 2 episodios de infección, valores de Ct bajos sugerentes de infección activa y exista al
menos un test negativo entre ambos episodios.
c) reinfección posible, cuando se obtengan resultados positivos (por ensayos moleculares o pruebas rápi-
das de antígeno) en los 2 episodios de infección, sin información de Ct o sin posibilidad de disponer de al-
guna de las muestras para confirmación, pero existan criterios clínicos y/o epidemiológicos que lo avalen.

* Se adapta la nomenclatura del documento del Ministerio de Sanidad (55), pero modificando los criterios de inclusión en
cada apartado.

http://www.gisaid.org
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1. PROPÓSITO Y ALCANCE

La descripción de las técnicas de aislamiento de SARS-CoV-2 en cultivo celular a partir de muestra respi-
ratoria y la cuantificación de partículas virales infectivas presentes en las mismas. .

2. FUNDAMENTO

El cultivo celular es la técnica de referencia para determinar la viabilidad viral. Teniendo en cuenta que el 
diagnóstico de la infección por SARS-CoV-2 está basado en las técnicas de amplificación de ácidos nuclei-
cos (TAAN), que pueden ser positivas durante periodos prolongados de tiempo, sólo el aislamiento del virus 
en cultivo celular nos permite determinar el periodo de infectivo de los pacientes con COVID-19. 

3. REQUERIMIENTOS DE BIOSEGURIDAD

El nivel de bioseguridad requerido para la realización de cultivo celular de SARS-CoV-2 es el nivel 3 
(BSL3). El personal debe utilizar en todo momento equipos de protección individual (EPI) adecuados y el 
área de cultivos debe cumplir con todos los requerimientos de contención necesarios (ver Procedimiento 
en Microbiología Clínica 10a, mencionado en el apartado siguiente)

4. DOCUMENTOS DE CONSULTA

1. Pérez Saénz JL (Coordinador). Alados JC, Gómez E, Leiva J, Pérez-Sáenz JL, Rojo E. Seguridad en el
laboratorio de Microbiología Clínica. Procedimientos en Microbiología Clínica 10a. SEIMC 2014. Disponible
en: http://www.seimc.org/documentos/protocolos/microbiologia.
2. Documento científico de este Procedimiento SEIMC. Pumarola T (Coordinador), Cilla CG, Navarro JM,
Galán JC, Folgueira MD. Diagnóstico microbiológico de la infección por SARS-CoV-2. Procedimientos en
Microbiología Clínica 73. SEIMC 2021. Disponible en http://www.seimc.org/documentos/protocolos/micro-
biologia.

5. MATERIAL Y EQUIPAMIENTO NECESARIO

5.1. MATERIAL

- Línea celular Vero E6 (ATCC CRL1586)
- Anticuerpo monoclonal anti-N SARS-CoV-2
- Anticuerpo secundario marcado con fluoresceína que reconozca al anticuerpo primario
- Placas de 96 pocillos con fondo en U
- Placas de 24 pocillos para cultivo celular
- Placas de 6 pocillos para cultivo celular
- Flask de 25 y 75 cm2 con tapón gas-permeable
- Pipetas graduadas estériles de 5, 10 y 25 ml
- Puntas con filtro 20, 200 y 1000 µl
- Tubos de 2 ml con tapón de rosca
- Medio de cultivo D-MEM con L-glutamina
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- Medio de cultivo MEM 10x
- Suero fetal bovino inactivado
- Penicilina + Estreptomicina
- Tripsina-EDTA
- L-glutamina 1 M
- HEPES 10 mM
- Metil-celulosa 2%
- Cristal violeta 1%
- Paraformaldehido 4%
- PBS 1x

5.2. EQUIPAMIENTO

- Cuarto de cultivos que cumpla requisitos de bioseguridad de nivel 3
- Cabina de seguridad biológica IIA con sistema de vacío
- Centrífuga con tapas de seguridad en los contenedores
- Incubador 37ºC CO2
- Microscopio invertido
- Equipo de imagen tipo EVOS M5000 o superior
- Nevera
- Congelador -20ºC
- Baño térmico
- Microondas
- Cámara de Neubauer o contador automático de células
- Pipeteador automático para pipetas serológicas
- Pipetas de precisión para volúmenes de 2-10, 20-200, 200-1000 µl

6. MUESTRAS

6.1. MUESTRAS RESPIRATORIAS ADECUADAS PARA LA REALIZACIÓN DE CULTIVO CE-
LULAR

- Muestras del tracto respiratorio superior: exudado nasofaríngeo y aspirado nasofaríngeo en pacientes
pediátricos
- Muestras del tracto respiratorio inferior: lavado broncoalveolar (LBA)

6.2. OBTENCIÓN DE LA MUESTRA

El profesional que realice la toma usará equipo de protección individual (EPI) adecuado.

Para la obtención de exudados nasofaríngeos se utilizará un hisopo fino y flexible con extremo flocado de 
dacrón o poliéster, introduciendo el escobillón a través del orificio nasal hasta alcanzar la nasofaringe, tras 
lo cual se rotará enérgicamente durante, al menos, cinco segundos. La operación se repite en la otra fosa 
nasal utilizando la misma torunda.
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A continuación, se introducirá el hisopo en un tubo conteniendo 3 ml de medio de transporte de virus (MTV) 
o medio de transporte universal (UTM) que NO contenga sustancias inactivantes y garantice el manteni-
miento de la viabilidad viral. Comprobar que el tubo contiene perlas de vidrio.

Los aspirados nasofaríngeos se obtienen utilizando un sistema de aspiración conectado a una toma de 
vacío tipo De Lee.

6.3. TRANSPORTE Y CONSERVACIÓN

El rendimiento de la técnica de cultivo celular depende de la correcta manipulación y conservación de las 
muestras antes de su análisis.

Las muestras se procesarán, si es posible, a su llegada al laboratorio. En caso de no procesarse de forma 
inmediata, las muestras se mantendrán congeladas a -80ºC. Todos los recipientes utilizados en la extrac-
ción deben contar con cierre hermético y permitir la congelación a -80ºC sin que se produzcan fisuras que 
puedan originar fugas de la muestra obtenida.

Las muestras se deben transportar en contenedores de bioseguridad que cumplan los requerimientos para 
el transporte de agentes biológicos UN3373, Sustancia Biológica, Categoría B, evitando el envío a través 
de tubo neumático. 

La apertura de los contenedores de transporte debe realizarse en una cabina de seguridad biológica (CSB).

6.4. CRITERIOS DE ACEPTACIÓN Y RECHAZO

Se rechazarán las muestras mal identificadas, derramadas o en medio de transporte inadecuado

7. PROCEDIMIENTO

7.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Ver referencia bibliográfica nº 1.   

Homogeneizar las muestras agitando los contenedores de transporte perfectamente cerrados con un vórtex 
durante 20-30 segundos para desprender las partículas virales. En el caso de los exudados nasofaríngeos 
se retira la torunda rotándola contra la pared interna del envase para eliminar el medio de transporte viral 
que retenga.

 Los aspirados nasales y los LBA deben diluirse en una proporción 1:1 con medio de transporte viral/univer-
sal para después mezclar agitando con un vórtex tal y como se ha descrito anteriormente.

 Trasvasar las muestras diluidas a un tubo tipo Falcon de 12-15 ml que se adapte a la centrífuga de la que 
disponga el laboratorio. Esta centrífuga debe cumplir con requerimiento BSL3 (tapas de seguridad), proce-
diéndose a la carga/descarga de las muestras en los contenedores de centrifugación dentro de una CBS.

Todas las muestras deben centrifugarse a 600xg durante 15 min y utilizar el sobrenadante para el cultivo 
celular.
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Descontaminación de las muestras:

Las muestras que van a ser procesadas para cultivo celular deben ser previamente descontaminadas, 
añadiendo para ello

- 100 µl de gentamicina (vial de 2 ml proporcionado por el Servicio de Farmacia a una concentración de
40 mg/ml)
- 25 µl de anfotericina B a una concentración de 250 µg/ml

7.2. PREPARACIÓN DE REACTIVOS

- Medio de cultivo: D-MEM con L-glutamina y HEPES 10 mM al que se ha añadido 100 U/ml de penici-
lina + 100 U/ml de estreptomicina y 10% de suero bovino fetal inactivado. Conservar a 4ºC
- Medio de infección: se diferencia del anterior en la concentración de suero bovino fetal, que en este 
caso debe ser del 2%. Conservar a 4ºC.
- MEM 2x (para 1 L):  200 ml 10x MEM, 20 ml de L-glutamina 1 M, 20 ml HEPES 1 M, 40 ml  de suero 
bovino fetal inactivado, 4,2 g de bicarbonato sódico, 20 ml de penicilina 10.000 U/ml + 10.000 µg/ml de 
estreptomicina. Completar volumen con agua destilada desionizada (Milli-Q), filtrar y conservar a 4ºC.

7.3. CULTIVO CELULAR CONVENCIONAL 

- Dispensar en una placa de 24 pocillos las células VERO E6 a una concentración de 1x105 células/ml/
pocillo.
- A las 24-48 h se añade a cada pocillo el sobrenadante viral (200-500 µl) obtenido tras la preparación
de la muestra incubando hasta el día siguiente.
- Retirar el medio de cada pocillo y lavar con PBS 1x 2 veces, teniendo siempre el máximo cuidado para
que no se desprenda la monocapa y para no hacer aerosoles.
- Añadir 1 ml de medio de cultivo completo a cada pocillo y dejar incubar a 37ºC durante 5 días.
- Comprobar el desarrollo de efecto citopático (ECP): aparición de células redondeadas, desprendi-
miento y degeneración de las mismas y formación de sincitios.

7.4. CULTIVO-DETECCION EN SHELL-VIAL

- Dispensar en una placa de 24 pocillos las células VERO E6 a una concentración de 1x105 células/ml/
pocillo
- A las 24-48 h se añade a cada pocillo el sobrenadante viral (200-500 µl) obtenido tras la preparación 
de la muestra, incubando hasta el día siguiente.
- Retirar el medio de cada pocillo lavar con PBS 1x 2 veces, teniendo siempre el máximo cuidado para 
que no se desprenda la monocapa y para no hacer aerosoles.
- Añadir 1 ml de medio de cultivo completo a cada pocillo y dejar incubar a 37ºC durante 2 días.
- Transcurrido este tiempo retirar el medio de cada pocillo y lavar con PBS 1x 2 veces, teniendo siempre 
el máximo cuidado para que no se desprenda la monocapa y para no hacer aerosoles.
- Añadir 1 ml/pocillo de metanol y dejar incubar a temperatura ambiente dentro de la CSB 10-15 min.
- Retirar el metanol y lavar con PBS 1x una vez.
- Añadir una dilución 1:1000 (ver instrucciones del proveedor) del anticuerpo primario en PBS 1x, ase-
gurándose de añadir un volumen suficiente para cubrir el pocillo. Incubar 1-2 h a 37ºC en incubador con 
CO2.
- Retirar el anticuerpo primario y lavar con PBS 1x dos veces.
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- Añadir el anticuerpo secundario marcado con fluoresceína diluido 1:1.000 (ver instrucciones del pro-
veedor) en PBS 1x e incubar 30 min-1 h a 37ºC en incubador con CO2.
- Retirar el anticuerpo primario y lavar con PBS 1x dos veces.
- Examinar la placa en un equipo de imagen digital EVOS M5000 o similar; las células infectadas se ven
de color verde (mayor tinción en el citoplasma).

7.5. ENSAYO DE PLACAS

Ver referencia bibliográfica nº 2. 

- Dispensar en una placa de 6 pocillos las células VERO E6 a una concentración de 6x10⁵ células/ml/
pocillo.
- Preparar diluciones seriadas 10-1 a 10-6 de las muestras a titular en tubos de 2 ml utilizando para la
dilución medio de infección.
- Retirar el medio de cultivo de cada pocillo y lavar con PBS 1x una vez.
- Añadir 200 µl de cada una de las diluciones en los pocillos debidamente marcados. Empezar dis-
pensando la dilución de menor concentración. Incubar 1 h a 37ºC en incubador con CO2, agitando las
placas suavemente cada 15 min.
- Durante este intervalo preparar la mezcla en proporción 1:1 de MEM 2x con el preparado de metil-
celulosa al 2%. Incubar a 37ºC hasta su utilización para disminuir la viscosidad de la solución.
- Tras la hora de incubación añadir 2 ml de la mezcla anterior a cada uno de los pocillos. Incubar a 37ºC
en incubador con CO2 durante 3 días. Transcurrido este tiempo las placas pueden detectarse a simple
vista.
- Retirar con cuidado la capa de metil-celulosa con una pipeta y añadir 3 ml/pocillo de paraformaldehído
al 4%. Incubar a temperatura ambiente 20 min.
- Retirar el paraformaldehído y añadir 1 ml de cristal violeta al 0,05% diluido en metanol al 20%. Incubar
20-30 min.
- Retirar la solución de cristal violeta y lavar con agua destilada hasta que las placas se visualicen fá-
cilmente
- Para calcular el título de unidades formadoras de placa/ml se utiliza la siguiente fórmula:

			 Número de placas
Título (PFU/ml) = x 10Número de diluciones 

        0,2 ml

8. OBTENCIÓN Y EXPRESIÓN DE RESULTADOS

Los resultados obtenidos para cada muestra se introducirán en el programa informático y serán validados 
por el facultativo responsable.
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1. Las muestras en las que se ha realizado cultivo celular convencional se informarán como:
Se cultiva SARS-CoV-2 o No se cultiva SARS-CoV-2.
2. Las muestras en las que se ha realizado cultivo en shell-vial se informarán como: Se detecta SARS-
CoV-2 o No se detecta SARS-CoV-2
3. En las muestras en las que se ha realizado ensayo de placas se informa el título (PFU/ml)

9. RESPONSABILIDADES

Deben estar descritas en el manual general de organización del laboratorio de Microbiología y en las fichas 
de descripción de los puestos de trabajo. El procedimiento deberá llevarse a cabo por personal técnico 
cualificado con un entrenamiento específico. La supervisión de la técnica y de los resultados emitidos de-
berá realizarla el facultativo especialista responsable del laboratorio de Microbiología que los emite.

La toma de muestra, su transporte y conservación, por parte de los servicios médico/quirúrgicos, debe 
estar asesorada por los responsables del laboratorio de Microbiología. 

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

Todo el personal del laboratorio deberá conocer y seguir las normas generales de bioseguridad e higiene, 
así como las normas de trabajo en laboratorios de Cultivo Celular.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Ocasionalmente, el proceso de descontaminación de las muestras puede no haber sido suficiente e im-
pedir el cultivo celular por contaminación bacteriana o fúngica, debiendo informarse este resultado como 
cultivo celular contaminado.

12. BIBLIOGRAFÍA

1. Case JB, Bailey AL, Kim AS, Chen RE, Diamond MS. Growth, detection, quantification, and inactiva-
tion of SARS-CoV-2. Virology. 2020; 548:39-48. doi: 10.1016/j.virol.2020.05.015.
2. Mendoza EJ, Manguiat K, Wood H, Drebot M. Two detailed plaque assay protocols for the quantifica-
tion of infectious SARS-CoV-2. Curr Protoc Microbiol. 2020; 57(1):ecpmc105. doi: 10.1002/cpmc.105.

Servicio / Unidad de Microbiología

Hospital............................................

Aislamiento y cuantificación de SARS-CoV-2 en 
cultivo celular

PNT-DCOV-1

Edición Nº 01 Página 7 de 7


	1. INTRODUCCIÓN



