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ESTRATEGIAS DE DIAGNOSTICO DE COVID-19.
PARTE I: ESTUDIOS CONFIRMATORIOS DE LABORATORIO.

Para efecto de registro estadistico, vigilancia y comunicacién entre cientificos se debe
estandarizar la terminologia relacionada con las probabilidades de diagndstico de COVID-
19. Al unificarse criterios se podra hablar un lenguaje comun para todo el personal de salud
y autoridades civiles interesadas en el manejo de pacientes y planificacidn de estrategias de
prevencion, contencién y mitigacién de la pandemia. Definir el caso como confirmado
requerird de un estudio de laboratorio que confirme que el paciente alberga material
genético del SARS-CoV-2, proteinas especificas del virus, o que ha fabricado anticuerpos
neutralizantes que alcancen un umbral detectable. Estos temas seran desarrollados en el
presente capitulo.

1. DEFINICION DE CASO.

1.1 Caso confirmado: Un caso clinico de COVID-19 se considera confirmado cuando se
dispone de un estudio de laboratorio positivo para infeccion para SARS-CoV-2,
independientemente de los signos y sintomas clinicos®.



Para fines operativos existen otros niveles de definicién de casos:

1.2 Caso sospechoso’: Persona que cumple los siguientes criterios clinicos Y
epidemiolégicos (ambos):

e Criterios clinicos: Inicio agudo de fiebre Y tos;

(o)

Inicio agudo de CUALQUIERA de TRES O MAS de los siguientes signos o sintomas:

fiebre, tos, debilidad general/fatiga, cefalea, mialgia, odinofagia, coriza, disnea,

anorexia/nauseas/vomitos, diarrea, alteracion del estado mental.

Y

e Criterios epidemiolégicos:

— Residir o trabajar en un area con alto riesgo de transmision del virus dentro de
los 14 dias antes del inicio de los sintomas: por ejemplo, residencias de ancianos
y lugares de acogida humanitaria, como campamentos y entornos similares a
campamentos para personas desplazadas;

(o)

— Residir o viajar a un drea con transmisién comunitaria en cualquier momento
dentro de los 14 dias anteriores al inicio de los sintomas;

(o)

—Trabajar en un entorno de salud, incluso dentro de los establecimientos de salud
y dentro de los hogares, en cualquier momento dentro de los 14 dias anteriores
al inicio de los sintomas.

1.3 Caso probable’:

e Paciente que cumple con los criterios clinicos de caso sospechoso Y que es un
contacto de un caso probable o confirmado, o estd vinculado
epidemioldégicamente a un conglomerado de casos que ha tenido al menos un caso
confirmado identificado dentro de ese conglomerado.

e Un caso sospechoso (descrito anteriormente) con imdagenes de térax que
muestran hallazgos radioldgicos sugestivos por COVID-19:

— RX térax: Opacidades nebulosas, de morfologia a menudo redondeadas, con
distribucién pulmonar periférica e inferior.

—Tomografia computarizada de térax: multiples opacidades bilaterales en vidrio
esmerilado, a menudo de morfologia redondeadas, con distribucién pulmonar
periférica e inferior.

— Ecografia pulmonar: lineas pleurales engrosadas, lineas B (multifocales,
discretas o confluentes), consolidacién con o sin broncograma aéreo.

e Una persona coninicio reciente de anosmia (pérdida del olfato) o ageusia (pérdida
del gusto), en ausencia de cualquier otra causa identificada.

e Muerte no explicada de otra manera, en un adulto con dificultad respiratoria
anterior a la muerte Y que fue un contacto de un caso probable o caso confirmado,
0 vinculado epidemiolégicamente a un conglomerado de casos que ha tenido al
menos un caso confirmado identificado dentro de ese grupo.



2. Estudios de confirmacién de infeccion por SARS-COV-2.

Al igual que otras patologias virales, el estandar de oro para el diagndstico de COVID-19
seria la identificacion precisa del agente infeccioso, en este caso puede hacerse visualizando
al SARS-CoV-2 con microscopia electrénica, o identificado inclusiones virales intracelulares
con microscopia 6ptica; para hacer estudios de replicacion in vitro se requiere de cultivos
celulares. Estos métodos requieren de tecnologia que usualmente esta disponible tan solo
en centros de investigacion. En los laboratorios comerciales los ensayos inmunoenzimaticos
o de aglutinacién estan disponibles para la deteccidon de antigenos virales, y los tests de
amplificacion de acidos nucleicos para deteccién de material genético viral?.

2.1 Estudios moleculares: Transcriptasa reversa de la reaccion de polimerasa en cadena
en tiempo real (RT-PCR).

El test RT-PCR para COVID-19 en tiempo real es una prueba para la deteccién cuantitativa o
cualitativa de acidos nucleicos de SARS-CoV-2 a partir de especimenes de vias respiratorias
superiores o inferiores de individuos sospechosos de COVID-19 o de cualquier individuo,
sintomatico o no, en el que se desee descartar la infeccion. Los especimenes pueden ser
hisopados de mucosas nasofaringea u orofaringea, esputo, aspirado bronquial, lavado
broncoalveolar o aspirado/lavado nasofaringeo.

El acido ribonucleico (ARN) del SARS-CoV-2 RNA es por lo general detectable en los
especimenes respiratorios durante la fase activa de la enfermedad. Un resultado positivo
indica la presencia de ARN del virus, debe correlacionarse con la historia clinica del paciente
y podria requerirse de otra informacidon diagnodstica para cada caso individual. Debe
recordarse que un resultado positivo no descarta una infeccion o coinfeccidn bacteriana o
por otros virus; de hecho, el agente detectado podria no tener ninguna relacién con los
sintomas que el paciente pueda tener®. La contraparte es que un resultado negativo no
excluye una infeccién por SARS-CoV-2 y no puede utilizarse como fundamento Unico para
tomar decisiones de manejo; un resultado negativo debe correlacionarse también con el
historial clinico, estudios de imagenes y el contexto epidemioldgico al momento del test.

La informacién genética fluye desde el ADN (acido desoxirribonucleico) al ARNm (acido
ribonucleico mensajero) a través del proceso de transcripcion, la llamada expresién génica
celular; el ARNm se encarga entonces de la traduccidn, es decir, de la sintesis de proteinas.
Las técnicas de reaccién en cadena de la polimerasa estan disefiadas para la deteccién de
fragmentos de ADN (acido desoxirribonucleico), pero SARS-CoV-2 es un virus ARN, por lo
gue se requiere de la accidn de la enzima transcriptasa reversa para sintetizar ADNc (ADN
complementario) a partir del ARN viral, que podria estar presente en cantidades
minusculas. Esta es la accion contraria a la de las transcriptasas, que catalizan el proceso de
sintesis de ARN a partir de ADN). Al amplificarse las moléculas de ADN obtenidas a partir
del ARN viral (por la accién de polimerasa en cadena) serd posible la deteccion indirecta del
genoma viral. Este proceso contempla varias etapas? (Figura 1):



e Etapa 1: Obtencién, aislamiento y purificacién del ARNm contenido en la célula, por lo
general empleando solventes orgdnicos.

e Etapa 2: Retrotranscripcion. EIl ARNm servird como plantilla para la accion de la
transcriptasa reversa, que sintetizard moléculas de ADNCc.

e Etapa 3: Amplificaciéon del ADNc. Se emplean oligonucleétidos especificos (primers
forward y reverse) que actuardn como cebadores de la accion de la polimerasa,
amplificando el ADNc de aquellos genes cuya expresion interese analizar, por lo general
centenares de miles de veces.

Los genes E (screening de primera linea) y RdRp (screening confirmatorio) han sido los mas
comunmente usados para detectar al SARS-CoV-2, ambos con una alta sensibilidad analitica
(limite técnico de deteccién de 3.2y 3.6 copias por reaccidn, respectivamente). La deteccién
del gene N tiene menor sensibilidad analitica (8.3 copias por reaccidn)®. Se ha estimado una
sensibilidad global de 70% y una especificidad de 95%?2; Kim et al® 50 valoraron 19 estudios
e identificaron sensibilidad de 89% (81-94%) con valor predictivo positivo en rango de 47.3-
98.3% y un valor predictivo negativo entre 93.4-99.9%.
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Figura 1.

A1: ARN viral, finaliza con cola de nucledtidos de adenina (A). A2: Un primer (tira de ADN con nucledétidos de
timidina [T]) se acopla a la cola de poliadenina. A3: Transcriptasa reversa y nucledsidos trifosfato (dNTPs).B:
La transcriptasa reversa incorpora nucléosidos al ADN complementario (c). C: Plantilla de ADNc
complementario finalizada. D: La plantilla de ADNCc se replica las veces necesarias para facilitar su deteccién.
Modificado de Lukesh Thimmana, Agri Biotech Foundation.



En un metaanalisis de van Kasteren et al se compararon la analitica bdsica y el desempefio
clinico de diferentes kits de RT-PCR de siete diferentes empresas (Altona Diagnostics, BGl,
CerTest Biotec, KH Medical, PrimerDesign, R-Biopharm AG, and Seegene); la eficiencia fue
mayor de 96% para todos los ensayos y ninguno mostrd reactividad cruzada con otros
coronavirus respiratorios, excepto para el gene de SARS-CoV-17.

Factores que pueden limitar la capacidad diagnodstica del test de RT-PCR:

e Los estudios de RT-PCR deben ser practicados por personal de laboratorio clinico
instruido y con el entrenamiento apropiado en técnicas de RT-PCR en tiempo real y
procedimientos de diagndstico in vitro.

e Técnicainapropiada para colectar la muestra, por lo que la carga viral recolectada podria
ser insuficiente.

e Sise colectan las muestras antes que el virus haya tenido la posibilidad de replicarse o
después que haya sido depurado, el RT-PCR resultara negativo aunque el paciente haya
estado infectado. Se ha reportado que la mediana de probabilidad de un resultado falso
negativo se reduce desde 100% en el dia 1 a 67% el dia 4; al inicio de sintomas la
probabilidad fue de 38%, llegando a 20% 3 dias después®.

e Un almacenamiento inadecuado o muy prolongado de las muestras puede causar
degradacion del ARN viral y llevar a resultados erréneos®.

e Disefio inadecuado puede producir resultados imprecisos, como ocurrié con millones
de tests producidos en China entre marzo y mayo 2020%°,

e El test toma varias horas para dar resultados, hay escasez de kits a nivel mundial y es
muy costoso para su aplicacion masiva.

Conclusidn: A pesar de sus limitaciones la RT-PCR resulta ser el verdadero estandar de oro
en el mundo real para diagndstico de COVID-19, especialmente si es colectado de muestras
respiratorias®.

2.2 Deteccion de antigenos de SARS-CoV-2.

Los métodos directos para el diagndstico de COVID-19 también incluyen un inmunoensayo
ligado a enzimas de doble anticuerpo que identifican la nucleoproteina (NP) del SARS-CoV-
2 mediante una microplaca prerrevestida con anticuerpos especificos contra el NP del SRAS-
CoV-2y el uso de un anticuerpo secundario marcado con peroxidasa (HRP) contra la misma
proteina. Este método directo es simple, rdpido y no requiere personal capacitado ni
costosos instrumentos de laboratorio®. Sin embargo, en un metaanélisis de Castro'! la
sensibilidad de esta prueba oscil6 entre el 70% y el 86%, mientras que la especificidad oscild
entre el 95% y el 97%, por lo que un Unico resultado negativo de la prueba no puede
descartar la infeccion por SARS-CoV-2.

Un test rdpido (minutos para procesamiento y reporte) basado en la deteccién de antigenos
se realiza tomando muestras nasofaringeas u orofaringeas con un hisopo. Se espera un
resultado positivo desde el segundo dia de infeccidn, asi que esta indicado desde el primer
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dia de sintomas; su sensibilidad y especificidad son discretamente menores a las de RT-PCR:
70-86% y 95-97%, respectivamente®; su costo es también sensiblemente menor. La
indicacién mas importante a la fecha es determinar de manera directa en el punto mismo
de atencién (point of care, POC) la presencia de infecciones cuando no hay disponibilidad
de RT-PCR, o si se requiere de una respuesta inmediata: antes de procedimientos médicos,
asistencia presencial a eventos y para viajeros internacionales, por ejemplo.

El 9 de mayo 2020 la Food and Drugs Administration (FDA) de los Estados Unidos de América
dio su primera aprobacién para uso urgente (EUA) de un test rapido, basado en deteccion
de antigenos para la nucleocapside viral (Sofia 2 SARS Antigen FIA); el 20 de agosto la misma
institucion aprobd un test rapido con un muy alto de concordancia con RT-PCR, LumiraDx
(97.6%). La tendencia es que estén pronto disponibles para consumo directo del publico kits
tan baratos como $5.00 (ddlares de Estados Unidos de América), como el Binax NOW
COVID-19 Ag CARD de Abbott Laboratories, un inmunoensayo de flujo lateral con resultados
en 15 minutos, aprobado para uso POC por la FDA el 26 de agosto 2020'%; estarian
disponibles en farmacias, supermercados y aeropuertos, solo para citar algunos ejemplos.
Debe tenerse en cuenta que aunque se les puede dar un uso domiciliario, siempre se
requiere que un profesional en salud tome las muestras, con el debido nivel de proteccion,
por el potencial riesgo de contagio que implica exponerse a secreciones respiratorias de
una persona infectada.

Conclusién: Aunque vitales y razonablemente confiables para un abordaje POC en
pacientes sospechosos de COVID-19, el inconveniente mas relevante de los tests de
antigenos, ademas de tener un poco menos de sensibilidad, es que no puede distinguirse
entre infecciones por SARS-CoV y SARS-CoV-2, aunque este detalle no es critico en este
momento, por no haber brotes de SARS en el planeta. En caso de respuesta negativa podria
ser necesario, si persiste sospecha de COVID-19, hacer un test RT-PCR.

2.3 Anticuerpos anti SARS-CoV-2.

Desde que la FDA autorizé el uso de emergencia (EUA) de kits de diagndstico serolégico
para COVID-19 por deteccién indirecta de anticuerpos (Ac)*3, multiples tests han entrado
en el mercado, con variados rangos de sensibilidad y especificidad; algunos de estos tests
ya han sido, sin embargo retirados por las autoridades regulatorias. En este capitulo no
discutiremos el rol protector/neutralizante de estos anticuerpos sino su mérito como
herramienta de diagndstico.

La produccion de Ac tipo inmunoglobulina G (IgG) e inmunoglobulina M (IgM) anti SARS-
CoV-2, en especial contra la proteina S de sus “spikes”, es una respuesta relativamente
tardia, como minimo después de pasada la primera semana de enfermedad para IgM y
algunos dias mas para un umbral detectable de 1gG*, por lo que no es util para el
diagndstico de la fase | sintomatica, periodo en que se requiere de test moleculares como
la RT-PCR o la determinacidn de antigenos virales.
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La Figura 3 muestra las curvas de titulos de Ac/tiempo en pacientes con COVID-19.
Hay preguntas que merecen ser formuladas:

e ¢(Quién requiere de un test de anticuerpos?

e (Cuando?

e (Cdédmo interpretarlos a la luz del momento clinico?

e (Son anticuerpos protectores?

e (Cudnto dura esta respuesta?

e (Tiene valor epidemioldgico conocer la prevalencia de pacientes seropositivos?

En primer lugar debe aclararse que los estudios de Ac deben ser analizados a la luz de la
prevalencia de COVID-19 en una regién y escenario de exposicion: Esto modifica el valor
predictivo del test. Un buen test debe tener alta sensibilidad y especificidad y es mas
confiable cuando el porcentaje de la poblacion que se estima enferma es superior a un
50%4.

Seroconversién generalmente confirmada: o B
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Figura 3. Seroconversion vs tiempo en COVID-19. La seroconversion arranca entre 10-14 dias en la mayoria
de pacientes; se eleva en inicio IgM, seguido, dos o tres dias después, por un ascenso lento de IgG.

Un metaanalisis Cochrane® incluyd 57 publicaciones, correspondientes a 54 estudios,
evaluando 89 kits de anticuerpos diferentes; se trancriben, literales, los comentarios: Los
resultados agrupados para 1gG, I1gM, IgA, anticuerpos totales y combinacion 1gG/IgM
mostraron baja sensibilidad durante la primera semana desde el inicio de los sintomas
(sensibilidades inferiores al 30.1% para todos ellos), aumentando en la segunda semana y
alcanzando sus valores mas altos en la tercera semana. La combinacién de IgG/IgM tuvo

7



una sensibilidad del 30,1% (intervalo de confianza [IC] del 95%: 21,4 a 40,7) en el periodo
de 1a7dias, 72,2% (IC del 95%: 63,5 a 79,5) entre los 8 y 14 dias, 91,4% (IC del 95%: 87,0 a
94.4) entre los 15 y 21 dias. Las estimaciones de precision diagndstica mas alla de las tres
semanas son mas imprecisas y menos fiables, dado que se basan en tamanos de muestra
mas pequefios y menos estudios. Entre los 21 y 35 dias, las sensibilidades metaanalizadas
para IgG/IgM fueron del 96,0% (IC del 95%: 90,6 a 98,3).

Conclusion #1:

« No tiene sentido indicar anticuerpos antes de 10-14 dias del inicio de sintomas, quiza
idealmente al final de la segunda semana. Hay casos de positividad de IgM a 7 dias, pero
en enfermedad temprana el diagndstico se hace con RT-PCR o antigenos. Si se considera
la posibilidad de un falso negativo puede considerarse valorar presencia de Ac.

Hay pacientes que dan positivo a RT-PCR cuando se hace estudio de nexos epidemioldgicos,

sin sintomas de enfermedad; muchos de estos pacientes (hasta un 18%, segun algunas

series?®) no elevan anticuerpos alin a dos meses de haber sido diagnosticados.

Conclusion #2:
« Sisedispone de RT-PCR positivo no se necesita un estudio confirmatorio de anticuerpos,
excepto si se desea valorar respuesta hiperinmune para hacer donacion de plasma.

Si los sintomas ya duran lo suficiente como para esperar seroconversion, cuando no hay RT-
PCR previo, se espera que a esa altura del cuadro el test molecular o antigénico pueda ser
ya negativo; los Ac permiten definir si el paciente ha cursado con la enfermedad, con o sin
sintomas, en especial si se sospecha que el paciente tiene neumonia y no hay diagnéstico
confirmatorio. Estos tests dan respuestas en pocos minutos y se puede saber de inmediato
si un paciente esta aun en fase aguda (IgM positiva, 1gG negativa/positiva) o si ya entré en
recuperacion (IgM negativo, I1gG positivo).

Conclusioén #3:

e Los anticuerpos pueden confirmar COVID-19 en pacientes sospechosos sin test
molecular que no han resuelto su cuadro clinico a 10 dias de evolucidon. No debe
olvidarse la probabilidad de resultados falsos positivos, no despreciable para algunos
kits, por reaccion cruzada con otros virus®®.

Vislumbramos dos indicaciones adicionales importantes para el estudio de Ac:
o Deteccién (cuantitativa) de pacientes con superproduccion de Ac, cuyo plasma seria

hiperinmune e ideal para transfundir a pacientes graves; y
e Estudios de prevalencia epidemioldgica al final de la pandemia.

EnlaTabla 1 se transcribe la postura de la FDA sobre las utilidades y limitaciones de los tests
RT-PCR, antigenos y anticuerpos para el diagndstico de infeccién COVID-19%7.



Tabla 1

AICANCeE aciones de I10S tres tTIposS ae te para la CO aCloON de Casos de
U D O PO aporatorio
RT-PCR Antigenos Anticuerpos

Sangre capilar

Método toma de muestra Hisopado mucosas Hisopado mucosas Plasma
Suero

Tiempo para resultados Horas/dias <1 hora <1 hora

Pruebas complementarias No necesario Posiblemente RT-PCR Segundo test anticuerpos

. L. . L. . Infeccid ia (I

Significado de resultados Infeccidn activa Infeccion activa n ecc!clm previa (1gG)
Infeccion en curso (IgM)

Limitaciones Infeccién previa Descarte definitivo Descarte definitivo

P Menor sensibilidad No utiles en fase temprana
Costo Elevado Muy bajo/intermedio Intermedio

Modificado de https://www.fda.gov/media/138239/download (julio 2020).

La interpretacion global de los tests en conjuncidn con los resultados de RT-PCR se resume
en la Tabla 2.

Tabla 2.
erpretacio C a de te de RI-PCK 3 erpos Ig e lgG e 0 D-19
RT-PCR IgM I1gG Analisis

¢ Enfermedad presintomatica
+ - - ¢ Enfermedad < 7-10 dias evolucion

¢ Paciente enfermo asintomatico sin respuesta de anticuerpos
+ + - Enfermedad temprana, 7-10 dias evolucién
+ + + Enfermedad en Fase Il, >10 dias evolucién
+ - + Enfermedad en fase Ill o resuelta

e Estudio molecular falso negativo, enfermedad temprana
e Estudio de anticuerpos falso positivo

e Estudio molecular falso negativo, enfermedad en fase Il
e Estudio de anticuerpos falso positivo

e Estudio molecular falso negativo, enfermedad resuelta

- - +
e Estudio de anticuerpos falso positivo

- - - No infeccion por SARS-CoV-2

Disefiada por Dr. Hugo Villarroel A.
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