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Resumen

En los ultimos cuatro meses, el virus SARS-CoV-2 ha llegado a la mayoria de
paises en el mundo. Las estrategias de salud publica basadas en la realizacién
masiva de pruebas diagndsticas y el aislamiento focalizado de casos positivos han
demostrado ser utiles para la reduccion de la transmisién de SARS-CoV-2. Las
pruebas confirmatorias, que identifican el ARN viral, y las pruebas seroldgicas que
identifican antigenos virales o anticuerpos contra las proteinas virales del huésped son
herramientas que las naciones pueden usar para combatir las epidemias producidas
por agentes infecciosaos,s. El comprender cdmo funcionan estas pruebas puede
ayudar a entender sus caracteristicas y como pueden ser para diferentes objetivos
clinicos y de salud publica. Las pruebas diagndsticas son herramientas clave para
reducir la transmision viral, no solo en esta epidemia, sino para otras por venir.

Abstract

In the past four months SARS-CoV-2 has reached most countries in the world. Public
health strategies based on widespread testing and proper isolation of positive cases
have shown to be helpful to reduce local transmission of SARS-CoV-2. Confirmatory
tests, that identify viral RNA, and screening serological tests that identify viral antigens
or host antibodies against viral proteins are part of the tools that nations can use to fight
infectious disease epidemics. Understanding how each test works can provide insights
about their test characteristics and how they can be used for different clinical and public
health goals. Testing is a key strategy to reduce viral transmission, not only for this
epidemic, but also for others to come.
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Contribucion del estudio

1. Por que se realiz6 este estudio?

Para proporcionar una descripcion de las pruebas de diagnoéstico disponibles para SARS-
CoV-2 que permita comprender como funcionan y para qué son ttiles estas pruebas.

2. Cuales fueron los resultados mas relevantes del estudio?

Se describen las diferentes pruebas que identifican el ARN viral, antigenos virales y anticuer-
pos del huésped contra los antigenos virales; para qué son Utiles estas pruebas y sus caracter-
isticas.

3. Qué aportan estos resultados?

Este es un resumen acerca de las pruebas de diagndstico para SARS-CoV-2 que se puede utilizar
para comprender mejor las diferentes pruebas y protocolos disponibles para SARS-CoV-2.

Introduccion

En los ultimos cuatro meses, la infecciéon por SARS-CoV-2 se ha presentado en la mayoria de
paises del mundo. Los gobiernos han intentado frenar su transmision con el objetivo comun de
evitar la saturacion de los sistemas de salud y reducir el impacto econémico de las cuarentenas

y otras medidas de aislamiento. En este sentido, las pruebas de diagnoéstico para el virus se
presentan como un importante componente de las estrategias para reducir su transmisién . El
mundo ha reconocido que las estrategias de Singapur, Taiwan, Hong Kong y Corea del Sur, de
realizar tempranamente pruebas diagndsticas en la poblacion general puede ayudar a controlar
la transmision. La identificacién temprana de casos positivos puede conducir a un aislamiento
oportuno y adecuado, a realizar cuarentenas y monitoreo de los contactos de casos confirmados,
y ala implementacion de estrategias para reducir la transmisién en los centros de salud donde los
casos se concentran (por ejemplo, cierre y descontaminacion de areas de alto riesgo) 2

Pruebas confirmatorias

El diagndstico confirmatorio de infeccién por SARS-CoV-2 se basa en pruebas de reacciéon

en cadena de la polimerasa (PCR) que amplifican e identifican secuencias de ARN virales.

En algunos casos, la PCR puede no detectar ARN viral debido a la aparicién temprana de
sintomas, problemas con el muestreo y manejo de muestras, la calidad del kit o el rendimiento
general de la prueba *. En estos casos, la tomografia computarizada de térax se ha sugerido
como una herramienta de diagnéstico complementaria ** En enero de 2020, la OMS diseiié

y comenz6 a distribuir una prueba cuantitativa de PCR basada en transcriptasa inversa (RT-
PCR) para detectar la infeccién por SARS-CoV2 . A la fecha, estan disponibles diferentes
protocolos de RT-PCR, asi como otras pruebas de diagnostico para SARS-CoV-2 7.

Aunque las pruebas de RT-PCR son rapidas, generalmente el proceso dura de 4 a 6 horas,
estas tienen un alto grado de complejidad y se requiere un alto nivel de entrenamiento en
laboratorio. Ademas, la RT-PCR es costosa (en comparacion con las pruebas seroldgicas) y
requiere capacitacién de personal de alto nivel para obtener y procesar muestras de pacientes,
generalmente muestras del tracto respiratorio inferior con niveles mds altos y prolongados

de ARN viral, que son mas dificiles de obtener ®. Debido a esto, las pruebas de RT-PCR
generalmente se encuentran centralizadas en laboratorios especializados. Sin embargo, la
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centralizacion de las pruebas reduce la velocidad de identificacion de casos, debido al tiempo que
toma el envio de muestras clinicas desde las regiones a los laboratorios de las grandes ciudades.
Por ejemplo, en Colombia, la centralizacion de estas pruebas en el Instituto Nacional de Salud en
Bogotd durante las primeras semanas de transmision del SARS-CoV-2 en el pais produjo retrasos
importantes (hasta de 11 dias) en la identificacién de casos °. Esto gener6 demoras en los tiempos
de reaccion y de implementaciéon de medidas de salud publica en las regiones.

Como alternativa, existen nuevos desarrollos de pruebas automatizadas de RT-PCR para los
puntos de atencion de salud, que aunque mds costosos debido a la necesidad de equipos y
reactivos, pueden proporcionar resultados en minutos. Por ejemplo, la prueba Xpert® Xpress
SARS-CoV-2 (Cepheid) ', la cual se puede usar con el equipo GenXpert, identifica multiples
regiones del genoma viral y puede proporcionar resultados en 45 minutos. Adicionalmente, el
reciente desarrollo de Abbott, el ID NowTM COVID-19, utiliza tecnologia de amplificacién de
acido nucleico isotérmico y proporciona resultados en 5 minutos ''. Este desarrollo se puede
usar con el equipo ID NOW, una plataforma pequeiia, ligera y portatil que se puede utilizar en
puntos de atenciéon de salud. Hasta la fecha, la prueba Abbott ID NowTM COVID-19 solo estd
disponible en los Estados Unidos (se producen alrededor de 50,000 por dia), pero se espera
que pronto esté disponible en otros paises.

Inmunoensayos para deteccion de antigenos

Los anticuerpos monoclonales contra antigenos del SARS-CoV-2, por ejemplo la proteina
de nucleocépside (N) y los dominios S1 o S2 de la proteina espiga (S), se pueden usar para
detectar infeccion viral 2. La prueba de antigeno se realiza en inmunoensayos de flujo lateral
utilizando muestras de material nasofaringeo u orofaringeo 2. Una de las ventajas de las
pruebas de antigeno es que estan disponibles en kits rapidos que son faciles de usar y pueden
proporcionar resultados en 20-60 minutos. Sin embargo, dado que no replican secuencias

de ARN virales, existe preocupacion por una posible baja sensibilidad * de la prueba (la
sensibilidad es la capacidad de una prueba para identificar correctamente a aquellos con la
infeccion, comparada contra una prueba reina o “gold standard”, como el RT-PCR) (Anexo
1) . Adicionalmente, el desarrollo de anticuerpos monoclonales requiere mas tiempo que
otras pruebas (por ejemplo, pruebas de deteccién de anticuerpos) y, aunque prometedoras, atin
no se dispone de pruebas validadas para identificar antigenos de SARS-CoV-2 >,

Inmunoensayos para deteccion de anticuerpos

Los inmunoensayos serologicos son una alternativa de bajo costo que puede ser ampliamente
utilizada a nivel poblacional y que puede proporcionar resultados en 15 a 20 minutos. Estos
inmunoensayos (incluyendo los de flujo lateral rdpido, inmunoensayo de quimioluminiscencia
automatizado y ELISA manual)  utilizan proteinas virales recombinantes / dominios de
proteinas virales a las que se unen los anticuerpos humanos, en el caso que estén presentes

en la sangre. Una prueba positiva indica que la persona tiene anticuerpos contra el virus, lo
que ofrece una medida indirecta de infeccidn previa o activa en la persona !. Debido a que
solo se necesita una pequefia muestra de sangre en estas pruebas y se cuenta con dispositivos
de facil identificacion de resultados, no es necesario un alto nivel de entrenamiento para
obtener y procesar las muestras, ni tampoco para interpretar los resultados. A la fecha, varios
dispositivos serolégicos, para inmunoglobulina M (IgM) y G (IgG), estan disponibles en el
mercado (muchos mas estan en proceso de desarrollo / certificacién) y estan siendo aprobadas
para su uso en diferentes paises »>'¢.

Los inmunoensayos seroldgicos se consideran pruebas de tamizaje, mds que en pruebas
confirmatorias. Debido a que identifican anticuerpos en sangre, plasma o suero de personas,
su sensibilidad puede variar segtn los estadios de la enfermedad. Se conoce que la produccién
de anticuerpos puede tomar varios dias v/, por ejemplo, la IgM contra SARS-CoV-2 puede
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Inicio de los sintomas
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Figura 1. Tiempos de deteccion de anticuerpos y ARN viral de SARS-CoV-2:

detectarse, en promedio de 5 a 10 dias después del inicio de los sintomas, y la IgG alrededor

de 10 dias después del inicio de los sintomas (Figura 1) . Esto hace que la sensibilidad de las
pruebas seroldgicas sea menor en las etapas iniciales de la enfermedad, y que algunas personas
infectadas con el virus puedan tener un resultado negativo (falsos negativos). Sin embargo, la
sensibilidad de la prueba aumenta a medida que el cuerpo produce anticuerpos contra el virus,
lo que lleva a una reduccién de los falsos negativos.

Adicionalmente, las personas que han tenido infecciones previas con otros coronavirus, pero
no con SARS-CoV-2, pueden tener un resultado positivo en pruebas serologicas disefiadas
para SARS-CoV-2 (falsos positivos). Esto ocurre porque los anticuerpos producidos por

la persona contra proteinas virales de los otros coronavirus también pueden unirse a las
proteinas del SARS-CoV-2 utilizadas en las pruebas para este virus.

La sensibilidad y especificidad de los inmunoensayos serologicos varian segun los kits
disponibles en el mercado. Por ejemplo, un estudio muestra que la sensibilidad de la prueba
rapida COVID-19 IgM / IgG ', que identifica simultdneamente IgM / IgG, es del 88,66% y

la especificidad del 90,63%, estimadas en un estudio con 397 casos confirmados por PCRy
128 pacientes si infeccion '. Los kits de inmunoensayo de flujo lateral rapido desarrollados
recientemente también muestran tener alta sensibilidad (97.2%-100%) y especificidad (98-
100%) para IgG, pero menor sensibilidad (85-91.8%) y alta especificidad (96% -100%) para
IgM *2!; sin embargo esta informacion no esta respaldada por estudios publicados. Un estudio
realizado en Estados Unidos ofrece evidencia de la sensibilidad y especificidad de diferentes
kits comerciales®. La informacion detallada sobre los inmunoensayos seroldgicos para SARS-
CoV-2 puede encontrarse en diferentes repositorios disponibles en internet *°.

A pesar de las limitaciones descritas para los inmunoensayos seroldgicos, incluir estas
pruebas en el arsenal para enfrentar la epidemia, junto con y no en lugar de RT-PCR, es clave
y oportuno, especialmente teniendo en cuenta la complejidad de los procedimientos y las
limitaciones en el suministro de reactivos para las pruebas de PCR 2. Las pruebas serologicas
pueden ayudar a identificar posibles casos de infeccidn para facilitar el aislamiento focalizado
preventivo, asi como identificar personas con anticuerpos que pueden volver a trabajar o a
cuidar / ayudar a otros que necesitan cuidados especiales. Los inmunoensayos seroldgicos
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también pueden ser utiles para la vigilancia continua y para hacer estudios sobre la efectividad
de vacunas 7. Las personas que son inmunes al virus, que tienen anticuerpos contra el SARS-
CoV-2, también podrian proporcionar plasma para tratar a pacientes con sintomatologia
severa, un tratamiento que puede mejorar los resultados de salud en estos pacientes .

En conclusion, los protocolos y pruebas diagndsticas proporcionan soluciones para diagnosticar
la infeccién con SARS-CoV-2. Las pruebas diagndsticas son una estrategia clave para reducir

la transmision del virus, no solo en esta pandemia, sino también en las siguientes que puedan
originarse. Los paises pueden estar mejor preparados para combatir nuevas epidemias si disefian
/ obtienen las herramientas adecuadas para la rapida identificacién de casos de infeccién, y

para la implementacién de acciones de salud publica que puedan minimizar el impacto de estos
agentes, altamente transmisibles y letales, en las poblaciones humanas.
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Anexo 1.

Caracteristicas de una prueba diagnostica: en este ejemplo, las pruebas seroldgicas se comparan con PCR, la prueba reina (gold standard).

, . PCR
Inmunoensayo seroldgico — -
y 8 Positivo Negativo
Positivo a b
Negativo c d

Sensibilidad: Es la capacidad de la prueba para identificar correctamente a aquellos que tienen la enfermedad / infectados. La sensibilidad varia segun
la etapa de la enfermedad: por ejemplo, puede tardar varios dias, después de la infeccion, el desarrollar anticuerpos contra el virus, por lo tanto, en las
primeras etapas de la enfermedad los individuos pueden tener resultados negativos en las pruebas seroldgicas (falsos negativos). = a/(a+c)

Especificidad: Es la capacidad de la prueba para identificar correctamente a aquellos que no tienen la enfermedad / no estédn infectados. La especi-
ficidad se ve afectada por la presencia, en muestras de sangre, de anticuerpos contra proteinas de otros virus que reaccionan de forma cruzada en
inmunoensayos seroldgicos para SARS-CoV-2. = d/(b+d)

Valor predictivo positivo: Es la proporcion de pacientes con la enfermedad / infectados entre aquellos con un resultado positivo en la prueba. El valor
predictivo positivo se ve afectado por la prevalencia de enfermedad / infeccion en la poblacion. = a/(a+b)

Valor predictivo negativo: Es la proporcion de pacientes sin enfermedad / no infectados entre aquellos con un resultado negativo en la prueba. El
valor predictivo negativo se ve afectado por la prevalencia de enfermedad / infeccion en la poblacion. = d/(c+d)
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