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Interpretacion de las pruebas diagndsticas del virus

SARS-CoV-2

Interpretation of diagnostic tests for the SARS-Cov-2 virus

Irma Virginia Diaz-Jiménez

Resumen

Al identificarse un nuevo agente infeccioso viral, causante de neumonia grave, en
Wuhan, como el virus SARS-CoV-2, la carrera contra el tiempo para obtener métodos
de diagnéstico rapidos y seguros se convirtié en una prioridad. En la actualidad, para el
diagnéstico de la enfermedad de COVID-19, en la fase aguda, se cuenta con la técnica
de RT-PCR en la primera semana y, para conocer la formacién de anticuerpos ante
la infeccion posterior a la primera semana esta la serologia, con dos técnicas: ELISA,
recomendable para uso clinico en los hospitales y, tentativamente, la inmunocroma-
tografia, porque adn faltan més estudios para recomendar su uso.

PALABRAS CLAVE: SARS-Cov-2; neumonia; COVID-19; RT-PCR; anticuerpos; infeccion;
ELISA; inmunocromatografia.

Abstract

With a new viral infectious agent causing severe pneumonia identified in Wuhan as
the SARS-Cov-2, the race against time for fast and safe diagnostic methods became
a priority. Currently, for the diagnosis of Covid-19 disease in the acute phase, the RT-
PCR technique in the first week and to know the formation of antibodies to infection
after the first week, serology is available with two techniques. ELISA recommended
for clinical use in hospitals and Immunochromatography, more studies are missing to
recommend its use.

KEYWORDS: SARS-Cov-2; Pneumonia; COVID-19; RT-PCR; Antibodies; Infection; ELISA;
Immunochromatography
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Todo inicié en diciembre del 2019, al reportarse,
en Wuhan, China, pacientes con neumonia de
causa desconocida que desencadend un sin-
nimero de estudios para la identificacion del
agente etioldgico, que es un nuevo beta corona-
virus: SARS-CoV-2. Este virus es el causante de la
enfermedad COVID-19 y el séptimo coronavirus
que infecta a los humanos.

Desde su identificacién se ha incrementado,
exponencialmente, la cantidad de casos en

todo el mundo. Es sorprendente la gran rapidez
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con la que se identific6 la causa, valiéndose
de las diferentes técnicas modernas para la
secuenciacién y obtencién del ARN, que hizo
posible, en alrededor de 1 mes, contar con
el método diagndstico en la fase aguda, que
es la PCR transcriptasa reversa (RT-PCR) para
SARS-CoV-2. En una linea del tiempo puede
observarse la secuencia de eventos en la que,
desde que se reportan los casos de neumonia
en Wuhan, pasaron solo 10 dias para tener la
primera secuenciacion del genoma del virus, lo
que es sorprendente.’ Figura 1
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Hasta el momento se dispone de dos tipos de
técnicas de laboratorio para el diagnéstico de
COVID-2019:

1. Diagnéstico agudo del virus SARS- CoV-2
en enfermedad aguda 3-7 dias: la prueba
de referencia es la técnica de reaccién
en cadena de polimerasa transcriptasa
reversa (RT-PCR), que es una prueba de
biologia molecular en la que se detecta y
amplifica una o varias regiones especificas
del virus.

2. Diagnéstico de formacién de anticuerpos
contra el virus SARS-CoV-2 después de
7 dias: la prueba indicada es por medio
de ELISA o inmunocromatografia para la
deteccién de anticuerpos I1gM e 1gG para
el virus SARS-CoV-2.2

RT-PCR para deteccion del SARS-CoV-2

El SARS-CoV-2 es un virus de ARN monocate-
nario de ~ 30 kb de tamafio del genoma, que
pertenece al género Coronavirus y a la familia
Coronaviridae. La estructura del SARS-CoV-2
es similar a la del SARS-CoV con un tamafo
de virién que varia de 70 a 90 nm. Las protei-
nas virales de punta, membrana y envoltura
del coronavirus estan incrustadas en la bicapa
lipidica derivada de la membrana del huésped
que encapsula la nucleocédpside helicoidal que
comprende ARN viral. El genoma comprende
6-11 marcos de lectura abiertos (ORF) con 50 y
30 regiones flanqueadas no traducidas (UTR)."

El método diagnéstico de la infeccién, en su fase
aguda, se basa en la deteccion del ARN viral de
las muestras clinicas de los pacientes infectados.
Para ello se utiliza una técnica de RT-PCR que
detecta diferentes regiones genémicas constantes.
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Los protocolos autorizados por la OMS para la
realizacion de la RT-PCR para virus SARS-CoV-2
durante la pandemia son: CDC de China, Instituto
Pasteur, Paris, Francia, CDC de Estados Unidos,
Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas
de Japdn, Alemania Charite, Hong Kong HKU,
Instituto Nacional de Salud de Tailandia y las
regiones genémicas especificas que amplifican
cada uno de estos protocolos. (Cuadro 1) En
estas primeras técnicas se lleva a cabo la extrac-
cién de 4cidos nucleicos en un equipo aparte y,
posteriormente, se practica una PCR individual
para cada uno de los primeros, esto implica un
tiempo de procesamiento de 6 horas.

Cuadro 1. Protocolos autorizados por la OMS vy regiones
gendémicas.

Institucion y protocolo

Regiones genémicas
aceptado amplificadas

por la OMS
CDC China, China ORFlaby N

Instituto Pasteur, Paris Dos regiones en la region
Francia. RdRp

CDC Estados Unidos.

Tres regiones del gene N

Instituto Nacional de
Enfermedades
Infecciosas, Japon

Pancorona y mdltiples
regiones. Proteina de punta

Alemania Charite RdRp, E, N
HKU, Hong Kong SAR Orflb-nsp14, N

Instituto Nacional de N
Salud de Tailandia

En el trascurso de estos meses se han autorizado
equipos comerciales que han acortado el tiempo
de proceso de 6 a 3 horas, en los que es posible la
extraccion, amplificacion y lectura en un solo equi-
po automatizado, con lo que disminuye el riesgo
de contaminacién del personal y de la muestra.’

En este tipo de pruebas moleculares un punto
critico es la toma de la muestra. Hasta hoy, las
pruebas aceptadas por la OMS para RT-PCR

S53



S54

Acta Pediatrica de México

para SARS-CoV- 2 son hisopados nasofaringeos,
faringeos y, en pacientes intubados, aspirados
bronquioalveolares.?** Cuadro 2

La toma de la muestra es un proceso critico
para incrementar la sensibilidad de la prueba
y disminuir el riesgo de contagio al tomador
de la muestra. Para esto deben cumplirse los
estandares de equipo de proteccion personal
que constan de:>®

a) Cofia para cubrir la cabeza.
b) Lentes de proteccion ocular.
c) Cubre bocas N95.

d) Bata quirdrgica desechable.
e) Doble guante desechable.

f) Botas desechables.

Deben cumplirse los protocolos del CDC (Cen-
ters for Disease Control and Prevention, USA)
y el INDRE (Instituto Nacional de Diagnéstico
y Referencia Epidemiolégica) para el vestido y
retiro del equipo de proteccion mencionado.?”
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Envio y embalaje de muestras al laboratorio
donde se procesara la muestra

Las muestras de COVID-19 deben seguir el
Reglamento Modelo de las Naciones Unidas
y cualquier otro reglamento aplicable, de-
pendiendo del modo de transporte utilizado.
Puede encontrarse informacion en la Guia de
la OMS para regulaciones para el transporte
de sustancias infecciosas 2019-2020 (aplicable
a partir del 1 de enero de 2019). Las muestras
de pacientes de casos sospechosos o confir-
mados deben transportarse como UN3373,
“Sustancia biolégica, Categoria B”, cuando
son para diagnéstico. Deberd hacerse con
triple embalaje:

1. Todas las muestras deberan estar conteni-
das en un tubo con medio de transporte
viral, perfectamente cerrado y etiquetado,
que se manejara desde su toma hasta la
recepcioén en el laboratorio a temperatura
entre 2 a 8 °C.

Cuadro 2. Tipos de muestras, material requerido y temperatura de transporte para la prueba de RT PCR SARS-Cov-2

Tipo de muestra Material Temperatura de Comentarios
transporte

Exudado faringeo y
nasofaringeo

Medio de transporte viral.
Hisopos de dacrén o rayén con
mango de plastico (exudado
faringeo)

Hisopos de dacrén o rayén
con mango flexible (exudado
nasofaringeo )

Contenedor estéril con medio
de transporte viral

Lavado bronquioalveolar

Aspirado traqueal, aspirado Contenedor estéril con medio
nasofaringeo o lavado nasal de transporte viral

Contenedor estéril con medio
de transporte viral

Biopsia de pulmén

2-8 °C El exudado faringeo y nasofaringeo se
deben colocar en el mismo tubo para

incrementar la carga viral

2-8 °C Puede haber dilucién del patégeno, pero
aln asi vale la pena tomarla. Se requie-
ren como minimo 2 mL (1 mL de lavado
bronquioalveolar mas 1 mL de medio de
transporte).

2-8 °C Se requieren, como minimo, 2 mL (1
mL de aspirado mas 1 mL de medio de
transporte).

2-8°C 2 cm® de la parte visiblemente mas
afectada.
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2. Las muestras se colocaran en una gradilla
dentro de una hielera rigida, que conten-
dra refrigerantes para mantener la muestra
entre 2 a 8 °C.

3. Lahielera se colocara en otro contenedor
para su transporte hasta el laboratorio
donde se procesara.*?

En el trascurso de estos meses, diversas plata-
formas moleculares han implementado nuevos
equipos para identificacién del SARS-CoV-2; por
ejemplo: la plataforma Gene Xpert, con la prue-
ba Xpert Xpress SARS-CoV-2 test de la compania
Cepheid, que amplifica los 2 genes: el gen de la
proteina E y el gen de la proteina N2.?

El equipo Film Array Biofire ha agregado, a su
panel de virus respiratorios, el SARS-CoV-2 |l con
el nombre Panel Respiratorio Biofire 2.1 que emite
un reporte cualitativo en 45 minutos; detecta dos
regiones genémicas del SARS-CoV-2: el gendela
proteina Sy el gen de la proteina M. Esta prueba
permite, ademas de la identificacién del virus
SARS-CoV-2, la deteccion de 19 virus respirato-
rios y la posibilidad de coinfeccion, que puede
suceder en 17-20% de los casos. En |la temporada
invernal permitird diferenciar entre infeccién por
Influenza A o B vs enfermedad COVID-19.°

Ambas pruebas estan autorizadas por la FDA (Fe-
deral Drug Administration) y los equipos permiten
automatizar completamente la extraccion, amplifi-
caciony lectura de la PCR. Son equipos pequenos
que permiten una implementacién sencilla que
deberan cumplir los estandares de bioseguridad
en el laboratorio de microbiologia para el manejo
de muestras con probable SARS-Cov-2, que son
los mismos que la toma de la muestra.

De las plataformas moleculares destaca un grupo
de uso cercano al paciente (point of care) durante
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esta pandemia: la prueba para SARS-Cov-2 del
equipo Abbot ID now permite el reporte en 5 mi-
nutos. Fue aprobada por la FDA aunque el 14 de
mayo también publicé una alerta por el reporte
de falsos negativos de la prueba. Por este motivo
permanece en andlisis para las consideraciones
correspondientes; mientras tanto debe tenerse
cautela en el diagnostico con esta prueba.®

La prueba de RT-PCR puede dar resultados falsos
negativos por los siguientes factores:

1. Toma inadecuada de la muestra. Por ejem-
plo, si se utilizan hisopos inadecuados. Los
indicados deben tener base de plastico con
punta de ray6n o dacrén. Si se usa algodén
puede dar un falso negativo o la toma de
muestra con pobre calidad; es decir, que
contenga poco material. Esto se identificara
si la técnica de RT-PCR tiene un control
interno que permita detectar ADN humano
en la PCR; en estos casos no lo amplificara.

2. Recoleccién tardia de la muestra o en
etapas muy tempranas de la infeccion.

3. Manipulacién y envio inadecuado de la
muestra (pérdida de la cadena fria).

4. Razones técnicas de la prueba relacionadas
con los protocolos implementados al inicio
de la pandemia: son muy manuales y por
ello existe un sinnimero de factores que
pueden alterar la sensibilidad de la prueba.

5. Mutaciones virales.
6. Inhibicién de la PCR."12
Por los motivos anteriores, la bibliografia pu-

blica sensibilidades variables de 60 a 80%, en
general 2411
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Deteccion de IgA, IgM, IgG o anticuerpos totales

Este tipo de pruebas permite detectar si en el
plasma o suero de los pacientes ya se formaron
anticuerpos I1gM e 1gG contra el virus SARS-Cov-2.
Por las fechas en los que se elevan dichas inmu-
noglobulinas vale la pena reforzar que este tipo
de estudios no sirven para la fase aguda porque se
incrementan después del dia 10 de la enfermedad.

En la actualidad existen dos técnicas para medir
anticuerpos:

1. Prueba de ELISA.
2. Pruebas rapidas de inmunocromatografia.

La importancia de conocerlas es que la sensibi-
lidad y especificidad de ambas son diferentes y
deben tomarse algunas consideraciones para la
interpretacion.'?

Zhao J y su grupo'? describen que la mediana
del tiempo de seroconversién para anticuerpos
totales (Ab), desde el inicio de los sintomas, es
el dia 11, para IgM el dia 12 y para IgG el dia
14. La existencia de anticuerpos fue menor de
40% entre los pacientes en la primera semana
desde el inicio, y aument6 rapidamente a 100%
(Ab), 94.3% (IgM) y 79.8% (IgG) a partir del dia
15 después del inicio de los sintomas. Con base
en estos resultados, la deteccién de IgM seria
ligeramente mas temprana que la de IgG. Ese
estudio se llevé a cabo mediante un método

2020 Suplemento 1;41

comercializado de ELISA. En el mismo trabajo
se determind la sensibilidad de anticuerpos to-
tales que fue de 38, 89 y 100% en la primera,
segunda y tercera semana, respectivamente.
Sin embargo, no se dispone de la informacién
para considerar si estos tiempos son validos
con la inmunocromatografia. Los insertos de
las pruebas rapidas mencionan sensibilidades
y especificidades muy altas y, hasta ahora, al
hacerse la verificacion, los resultados son mucho
mas bajos de los reportados.’ Cuadro 3

Hasta ahora las sugerencias son: el uso de
anticuerpos, que debera practicarse con el
método de ELISA en los hospitales. Esto permite
conocer el nivel que ha elevado el paciente
(protectores o no) y hard posible su proceso
en plataformas que procesan un nimero su-
perior de muestras a la vez, porque se han
incorporado a sistemas automatizados de alto
rendimiento. Quiza para poblacion abierta las
pruebas de inmunocromatografia, que solo
permiten conocer si hay o no anticuerpos
(segln los datos obtenidos de verificacion de
los diferentes equipos, que son inferiores a la
técnica de ELISA).”>"*'* Tampoco se sabe si en
pacientes asintomdticos la cinética de la res-
puesta inmunitaria es similar o no.

Las recomendaciones de la Sociedad Espafiola
de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia en
relacién con el uso de las pruebas de deteccion
de anticuerpos son:

Cuadro 3. Elevacion de anticuerpos IgM e 1gG segtin el tiempo de evolucién de la infeccién COVID-19

Dias después del inicio de los sintomas | Ig M. Nim. +
1-7 27

8-14 99
15-39 83

Sensibilidad Sl
18

28.70% 19%
73.30% 73 54%
94% 71 79.80%
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En el hospital, con los pacientes

e En urgencias, como complemento de la
PCR en pacientes con evolucién de la
infeccién superior a 7 dias.

* En casos con PCR repetidamente negativa,
en los que se hayan iniciado claramente
los sintomas varios dias antes. Es decir,
para confirmar la infeccién en ausencia
de PCR positiva, posterior a los 7 dias.

e Para la seleccién de donantes de plasma.

Personal sanitario

La deteccion de anticuerpos en el personal sa-
nitario ayuda a identificar a quienes ya podrian
estar inmunes y en condiciones de atender a
pacientes infectados; con ello se minimiza el
riesgo de propagacion del virus a colegas y
otros pacientes. En la fase de reordenamien-
to, que se pretende aplicar en los hospitales,
es recomendable disponer de un ensayo con
elevada sensibilidad y especificidad para poder
reubicar al personal sanitario en la zona limpia
de COVID-19 o en la zona COVID-19, depen-
diendo del estatus inmunitario del personal de
salud, evidentemente cumpliendo la normativa
de proteccién de datos (con técnica de ELISA).

Residencias geriatricas

En las residencias, la técnica de eleccion es la PCR.
Es recomendable hacer un cribado en el personal
que trabaja en estas residencias con métodos
seroldgicos, de preferencia con ELISA y PCR."3*

Es importante conocer las técnicas hasta ahora
surgidas, saber cudl es la correcta y hacer uso de
ellas, de acuerdo con el tiempo de evolucion de
la infeccién por COVID-19. Los estudios compa-
rativos futuros permitiran conocer la sensibilidad
y especificidad de los diferentes protocolos de
RT-PCR y de las plataformas automatizadas.
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