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Reflexión	General	
•  Los	laboratorios	de	microbiología	son:		

q  una	parte	básica	y	esencial	de	los	sistemas	de	salud.		
q  estudian	el	agente	implicado	en	Brotes	epidémicos	y	Eventos	de	salud	pública.		

	
•  Los	laboratorios	de	microbiología	realizan:	

q  pruebas	rápidas,	sensibles	y	específicas,	para	control	de	infecciones	particulares	y	en	la	población.		
	
•  Los	laboratorios	de	microbiología	generan:	

q  información	diagnóstica	precisa	para	la	toma	de	decisiones	terapéuticas	y	medidas	sociales.	
q  información	de	vigilancia	en	Brotes	y	Eventos	de	salud	pública.	

ü  A	nivel	nacional,	los	laboratorios	de	referencia:	especializados	y	con	una	capacitación	técnica	
para	participar	y	coordinar	aspectos	microbiológicos	de	los	programas	de	salud	pública,	la	
innovación	de	los	servicios,	o	de	la	vigilancia	microbiológica	en	coordinación	con	la	OMS.		

ü  Laboratorios	a	nivel	hospitalario	en	todo	el	territorio,	realizan	el	diagnóstico	en	pacientes	que	
acuden	a	hospital	y	apoyan	programas	concretos	de	actuación.	

	
ü  Otros	laboratorios:	salud	animal,	salud	ambiental,	en	universidades	y	en	centros	de	

investigación	biomédica,	pueden	realizar	un	diagnóstico.		



•  Durante	el	estado	de	alerta	(14	de	marzo)	Instituto	de	Salud	Carlos	III,	coordinado	con	el	
Ministerio	de	Ciencia	y	con	las	CCAA	validó:	
q  la	capacitación	de	más	de	54	laboratorios	
q  salud	animal,	centros	de	investigación,	militares	y	universidades	
	

•  Tras	la	capacitación,	las	CCAA	activaron	y	proporcionaron	a	estos	laboratorios	el	objetivo	
poblacional	y	analizar	las	muestras	respiratorias	correspondientes.		
q  por	primera	vez	se	coordinaron	diferentes	profesionales	y	sus	laboratorios	
q  permitió	incrementar	el	número	de	RT-PCR	diarias	
q  se	reforzó	la	capacidad	diagnóstica	en	España	con	el	objetivo	de	mejorar	el	manejo	de	la	COVID-19	

ü  Capacidad	para	trabajar	con	muestras	clínicas	respiratorias	en	cabina	de	bioseguridad	BSL2	y	
equipos	de	protección	personal	adecuados.	

ü  Personal	formado	en	técnicas	de	biología	molecular.	

ü  Uso	de	técnicas	de	extracción	de	ácidos	nucleicos	no	comerciales	para	no	competir	con	el	
suministro	de	estos	reactivos	en	los	centros	hospitalarios.	

ü  Poder	realizar	ensayos	de	RT-PCR	de	diseño	propio	o	mediante	kits	comerciales	

ü  Capacidad	de	validar	informes	de	resultados.	

Realización	de	pruebas	de	RT-PCR	para	el	diagnóstico	de	COVID-19	

Requisitos	necesarios	para	recibir	capacitación	para	detectar	SARS	CoV2	por	RT-PCR		



Esquema	de	trabajo	para	frenar	la	transmisión	de	la	enfermedad	



AISLAMIENTO	vs	PCR		
• 	Sensibilidad	aumenta	hasta	un	73%	
• 	Especificidad	
• 	Rapidez	(24-72h)	
• 	Detección	simultánea	de	virus	
• 	Productos	de	amplificación-secuenciación	
• 	Si	se	instaura	correctamente	mejora	manejo	del	paciente	
• 	Vigilancia	virológico-epidemiológica	de	la	IRA	

PCR	convencional	
• 	PCR	simple:	1	diana	
• 	PCR	múltiple:	diferentes	dianas	

	
PCR	Tiempo	Real:	visualización	de	los	productos	según	se	van	produciendo	

• 	Fluorocromos	unión	directa	al	DNA:	SYBR	Green		
• 	Oligosondas	lineares	
• 	Sondas	Taqman	
• 	Sondas	Beacon	
• 	Amplicón	autofluorescente:	primers	escorpión,	sunrise,	lux	

Detección	de	ácidos	nucleicos	virales	



Orden	Nidovirales	
					Familia	Coronaviridae	
											Genero	Coronavirus	

Genoma:	cadena	sencilla	RNA	de	polaridad	(+)		aprox	30.000	nt	

7	Métodos	para	el	diagnostico	molecular	de	SARS	CoV2	recogidos	por	la	OMS	



Estrategia	de	diagnostico	
	

Gen	1:	screening	
	

							positivo																			negativo	
	

										confirmación	
	

													
															Gen	2		
								Secuenciación	



Euro	Surveill.	2020;25(3):2000045.		

Protocolo	PCR	tiempo	real	específico	utilizado	en	el	CNM:		
modificado	y	adaptado	con	control	interno	de	amplificación	

Gen	E:	screenning	

Gen	N:	confirmación	

Gen	RdRp:	No	se	usa	por	falta	de	sensibilidad	y	especificidad	



Muestras	estudiadas	para	diagnostico	CNM:	1	febrero-7	junio	



• 	Lavado	nasal	
• 	Exudado	nasal	
• 	Exudado	faríngeo	

• 	Exudado	nasofaríngeo***	
• 	Exudado	orofaríngeo***	

• 	Aspirado	nasofaríngeo	
• 	Esputo	
• 	Lavado	bronquial	

• 	Lavado	bronco-alveolar	
• 	Líquido	pleural	
• 	Biopsia	pulmonar	

Problema:	Tipos	de	Muestras	clínicas	respiratorias	

Igual	Rendimiento	en	carga	viral?	

Igual	Recuperación	de	virus	infectivo?	

Homogeneidad	en	toda	la	muestra?		

Presencia	de	inhibidores:	moco,	enzimas	

Falta	de	suministro	hisopos	y	torundas	

No	existe	una	muestra	de	elección	

	



Problema:	Métodos	de	extracción	de	ácidos	nucleicos	

Igual	rendimiento	de	extracción?	

Cómo	se	recupera	RNA?	

Presencia	de	inhibidores	

Falta	de	suministro	

Nuevos	métodos	de	extracción	

No	existe	un	método	de	elección	

	



Problema:	Métodos	comerciales	multiplex	RT-PCR	
	

Discordancia	entre	resultados	de	los	diferentes	genes		

• 	PCR	screenning	+		/	PCR	confirmación	–	

• 	PCR	screenning	–	/	PCR	confirmación	+	

• 	PCR	screenning	+		/	PCR1	confirmación	–	/PCR2	confirmación	+	

• 	PCR	screenning	–	/	PCR1	confirmación	+	/	PCR2	confirmación	–		

• 	PCR	screenning	+		/	PCR1	confirmación	–	/PCR2	confirmación	–		

Igual	Sensibilidad	en	cada	Gen?	

Igual	Reproducibilidad?	

Variabilidad	viral?		

Mutaciones	en	las	zonas	de	diseño	de	primers	y	sondas?	

Falta	de	suministro	



Empresa	 Sistemas	comerciales	validados	por	el	ISCIII	
•  GENÓMICA	SAU		 qCOVID-19	 CLART®	COVID-19		

	

•  GPS	GENETIC	ANALYSIS	STRATEGIES	S.L.	 CoVID-19	dtsc-RT-qPCR	Test	F100		

•  CERTEST	BIOTEST	 VIASURE	SARS-CoV-2	Real	Time	PCR	Detection	Kit	

•  VIRCELL	S.L.		 SARS-COV-2	REALTIME	PCR	KIT	

•  DURVIZ	 LILIF	COVID-19	kit		

•  CANVAX	BIOTECH	S.L.		 HigherPurityTM	Viral	RNA	Extraction	Kit	 CVX-Mag	Viral	RNA	Extraction	Kit	

•  MASTER	DIAGNÓSTICA		 RT-PCR	SARS-CoV-2	(N-E-RNasaP)	 RT-PCR	SARS-CoV-2	(RdRP-E-RNasaP)	

•  SISTEMAS	GENÓMICOS	S.L.		 ASCIRES®	SGKit	COVID-19	Multiplex	One	Step	PCR®	

•  INSTITUTO	DE	MEDICINA	GENÓMICA	S.L.		 Imegen®	SARS-CoV-2		

•  BGI		 Real-time	fluorescent	RT-PCR	kit	2019-n	CoV	

BIOMERIEUX	 SARS-CoV-2	R-GENE	ARGENE	 BioFire®	COVID-19	Test		

PERKIN	ELMER		 SARS-CoV-2	RT-qPCR		

NZYTECH	 SARS-CoV-2	One-Step	RT-PCR		

THERMOFISHER	SCIENTIFIC		 Applied	BiosystemsTM	TaqMan	TM		2019-nCoV	Assay	Kit		

SIEMENS		 FTD	TM	SARS-CoV-2	

Validación	de	sistemas	comerciales	Empresas	Españolas:	abastecer	laboratorios	



Evaluación independiente de primers y sondas 
de los métodos recogidos por la OMS 

Vogels	C,	Brito	A,	Wyllie	A,	et	al..	Nat	Microbiol	(2020).	https://doi.org/
10.1038/s41564-020-0761-6	



OK	

Problemas	con	el	sistema	
RdRp-SARSr	(Charité	Alemania)	
utilizado	para	confirmación:		
	
Baja	sensibilidad	debido	a	un	
mismatch	con	respecto	a	los	
virus	circulantes.		







Protocolos	propios	del	CNM		
disponibles	para	el	diagnóstico	y	referencia	de	Coronavirus	

	

•  RT-PCR	convencional	genérica:	gen	RdRp	contiene	región	
RGU	

q  diseñada	en	2004	
q  actualizada	en	diferentes	años	para	incorporar	

detección	de	nuevos	coronavirus	

q  Capaz	de	detectar	cualquier	coronavirus	humano	y	
animal	

	

•  RT-PCR	convencional	especifica	de	Coronavirus	Humanos	

q  diseñada	en	2002	
q  actualizada	en	diferentes	años	para	incorporar	

detección	de	nuevos	coronavirus	humanos	

q  específica	de	coronavirus	humanos	

q  identificacion	de	coronavirus	humanos	mediante	
tamaño	del	producto	de	amplificación	

	



Protocolo	utilizado	en	el	CNM:	RdRp	genérica	

CoV-RGU-1S	 CoV-RGU-2S	 CoV-RGU-2A	 CoV-RGU-1A	

SARS	CoV2	

BetaCoV	

AlfaCoV	



Protocolo	utilizado	en	el	CNM:	RdRp	genérica		

Nuevos	Coronavirus	

	

PoGE NC 002306 
TGEV AJ271965 
CaCoV AF124986 

FePeritCoV AF124987 

PoEpi NC003436 
PoED AF353511 

HCoV-229E 

Av NC 001451 

Turk AF124991 
Ch AY223860 

SARS-CoV 

MuHepCoV  M55148 
MuCoV AF201929 

HCoV-OC43 
PoHEnc AF124988 
BoCoV AF220295 

Gamma-CoV 

Beta-CoV 

Alfa-CoV 
90 

93 

90 

93 

CNM_RGU 

HCoV-HKU1 

HCoV-NL63 

C+	

C+	 C-	1										2										3	

±800bp	

±800bp	

1							2								3							4							5								6									7							8								9							10					11				12	

Falcón	A.	et	al.	Arch.	Virol.	2011;156:1883–1890		

Paciente	La	Gomera	



Protocolo	utilizado	en	el	CNM:	CoV-ESC	especifica	multiplex	

CoV-MS	

SARS-CoV2	

NL63	

OC43	

229E	

HKU1	

HKU1	
229E	
	
	
OC43	
	

NL63	
	
	
SARS	CoV2	

1										2										3												4	



Controles	de	calidad	para	los	laboratorios:	Normalización	de	resultados	
OMS	2020	SARS-CoV2	

Mayo	2020	

Nivel	subnacional:	Laboratorios	en	las	CCAA	

Nivel	Nacional:	Laboratorios	de	Referencia	OMS-ECDC	

Septiembre	2020?	

Laboratorio	Virus	Respiratorios	
CNM	

Red	de	Laboratorios	Vigilancia	de	Gripe	
ReLEG	

+ Laboratorios	CoVID-19	designados	por	las	CCAA	



El	reto	del	diagnóstico	de	la	infección	respiratoria	viral	en	otoño	de	2020	

Influenza	

2001	
2003	
2004	
2005	
	
2006	
2009	
2012	
2019	

Metapneumovirus	humano	(Van	der	Hoogen	et	al.	2001	Nat.	Med.	7:719-724)	

Coronavirus-SARS	(Peiris	et	al.	2003	Lancet		361:1319-1325)	
Coronavirus-NL63	(Van	der	Hoek	2004	Nat.	Med.	10:368-373)	

Coronavirus-HKU1	(Woo	et	al.	2005	J.	Virol.	79(2):884-895)	

Bocavirus	(Allander	et	al.	2005	PNAS	102(36):12891-12896)	
Rinovirus	C	(Lamson	et	al.	2006	J	Infect	Dis	194:13-98-1402)	

Gripe	A	(H1N1)pdm	(Garten	2009.	Science	325,	197–201,	Smith	2009.	Nature	459)		

Coronavirus-MERS	(Bermingham	2012.	Euro	Surveill.,	Zaki	2012.	N	Engl	J.	Med.367:1814-20)	

SARS	CoV2	Wuhan	(Zhu	et	al	2019	N	Engl	J.	Med.	24-enero-2020)	

	>	200	virus	diferentes	antigénicamente	

6	Familias	diferentes	
Orthomyxoviridae	
Paramyxoviridae	
Picornaviridae	
Coronaviridae	
Adenoviridae	
Parvoviridae	

Adenovirus	
Parainfluenzavirus	
Rinovirus	
Respiratorio	Sincitial	
Coxsackievirus	A21	
Enterovirus	
Coronavirus	229E	y	OC43	

1953	
1955	
1956	
1957	
1958	
1959	
1960	

1933	



Técnicas clásicas de estudio de virus 

DETECCIÓN DE LOS ÁCIDOS  
NUCLEICOS VIRALES 

Influenza	

2001	
2003	
2004	
2005	
	
2006	
2009	
2012	
2019	

Metapneumovirus	humano		
Coronavirus-SARS		
Coronavirus-NL63		
Coronavirus-HKU1		
Bocavirus	
Rinovirus	C	
Gripe	A	(H1N1)pdm			
Coronavirus-MERS	
SARS	CoV2	Wuhan	

Adenovirus	
Parainfluenzavirus	
Rinovirus	
Respiratorio	Sincitial	
Coxsackievirus	A21	
Enterovirus	
Coronavirus	229E	y	OC43	

1953	
1955	
1956	
1957	
1958	
1959	
1960	

1933	



FluA  M 

FluB NP 

FluC NP 

Control interno 

Cartera de Servicios CNM 

Detección molecular de Gripe 
(ENAC ISO-15189 en 2015)  

AdV- FAM 

CI- TxRd 

hMNV- Cy5 
HBoV- TYE705 
RSV- HEX 

Multiplex RT-PCRs tiempo real 
BRQ 

Subtipado Gripe A 
(ENAC ISO-15189 en 2016)  

H3-FAM 

H1-HEX 

H5, H7, H9 

Respiratorios II 

Multiplex RT-PCR 
A+B+C 2h 

PIV- FAM 

EV-RIN- HEX 

CI- TxRd 



Next	
Generation	
Sequencing	
	
NGS	
	
Diagnostico?	



PRESENTACION DEL SARS 
ORIGEN DEL BROTE 

FOSHAN  
16-Nov-2002 

cientos de casos de 
neumonía atípica 

VIETNAM 

HONG KONG 

CANADA 
UE 

USA 

FEBRERO-MARZO 2003 

“The SARS virus travels at the speed of a jumbo jet” 



Protocolos 

CASOS ESTUDIADOS SARS CoV EN CNM 2003 
Nº total de casos: 26 
“casos sospechosos”: 19 estudiados 
“casos descartados”: 7 no estudiados 

SARS 
1 
2 
3 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
21 
23 
24 

Fecha 
16 - Mar 
18 - Mar 
22 - Mar 
23 - Mar 
31 - Mar 
2 - Abr 

10 - Abr 
11 - Abr 
14 - Abr 
16 - Abr 
21 - Abr 
11 - Abr 
25 - Abr 
29 - Abr 
28 - Abr 
23 - May 
26 - May 

Antecedente 
viaje a China 

viaje a Tailandia 
muerte súbita 

viaje 
viaje HK,  Sanghai 
viaje  Guangdong 

viaje a  Guangdong 
hija de traductora 
procede Toronto 

viaje ? 
viaje Filipinas, Singapur 

viaje  Wenzhou 
? 

viaje  Zhajan 
viaje China 
viaje China 

viaje  Guangdong 

Resultado CNM 
negativo 
negativo 
negativo 

FLUA (H3N2) 
negativo 

FLUA (H3N2) 
negativo 

RINOVIRUS 
FLUA (H3N2) 

Haemophylus  influenza 
Salmonella typhi 

negativo 
negativo 
negativo 
negativo 
negativo 

RINOVIRUS 
25 
26 

31 - May 
2 - Jun 

viaje Toronto negativo 
EBV + HHV7 Marinero inglés Singapur 



La	nueva	obra	de	Banksy	que	reflexiona	sobre	la	figura	del	'héroe'©																																																															banksy.co.uk	


