UNIVERSIDAD
NACIONAL
AUTONOMA DE
NICARAGUA,
MANAGUA
UNAN - MANAGUA

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE NICARAGUA, UNAN-MANAGUA
INSTITUTO POLITECNICO DE LA SALUD
“LUIS FELIPE MONCADA”

DEPARTAMENTO DE BIOANALISIS CLINICO

SEMINARIO DE GRADUACION PARA OPTAR AL TITULO DE

LICENCIATURA EN MICROBIOLOGIA

Tema: El diagnostico microbioldgico en la infeccién por SARS-CoV-2.

Sub Tema: Métodos de deteccion de la infeccion por SARS-CoV-2 utilizados en
América, enero 2020-septiembre 2021.

Autores:

e Br. Maria Fernanda Sanchez Espinoza

e Br. Gema Esperanza Diaz

Tutora: MSc. Kenia Lizeth Garcia Rosales

Enero. Managua, Nicaragua.



Dedicatoria

Primeramente, a nuestro Dios por ser el dador de la vida, sabiduria, nuestra guia, proveedor

y fortaleza durante todo el proceso.

A nuestros padres que durante toda nuestra vida han velado por el bienestar y educacion,
siendo las personas mas importantes que con dedicacién, amor y compresion nos brindaron
ese apoyo incondicional y de esta manera esta meta alcanzada da honor a tanto esfuerzo, que

a pesar de tantas dificultades y obstaculos nos impulsan a seguir adelante.



Agradecimientos

En primer lugar, le damos gracias a Dios por protegernos durante todo el proceso y darnos
las fuerzas para superar obstaculos y dificultades, por brindarnos la sabiduria y el tiempo para
realizar dicho trabajo y por haber conocido en el transcurso de este camino a muchas personas

que colaboraron con sus conocimientos para hacer este suefio realidad.

A nuestros padres, por el apoyo incondicional, amor y compresion. A nuestra tutora MSc.

Kenia Garcia Rosales quien nos ayudd con sus valiosos conocimientos.

A cada docente que nos motivo y ensefié a luchar por ser excelentes profesionales y al
Instituto Politécnico de la Salud, POLISAL/UNAN-Managua por permitirnos culminar

nuestros estudios.



Resumen

El coronavirus SARS-CoV-2 es un nuevo tipo de coronavirus, detectado por primera vez en
2019 en China, el 80% de los casos se recuperan de la enfermedad, alrededor del 15%
desarrollan una enfermedad grave y el 5% llegan a un estado critico. El diagnostico correcto
y rapido de la infeccion por SARS-CoV-2 es crucial esto permite identificar pacientes
positivos asintomaticos y brindar atencion temprana. En general, la técnica RT-gPCR es el
Gold estandar para el diagnéstico de SARS-CoV-2, sin embargo, existen diversas
metodologias adaptadas a las necesidades segun la disposicion de cada region. Con el fin de
complementar la deteccion del virus han surgido inmunoensayos y pruebas rapidas que
contribuyen el seguimiento y control de la enfermedad.

En esta investigacion se describen los métodos de deteccidn disponibles para SARS-CoV-2
en América, las metodologias de RT-gPCR, las técnicas diagnosticas basadas en
inmunoensayos de tipo ELISA y pruebas rapidas, de igual forma realiz6 una comparacion de

los pardmetros analiticos de desempefio y se indica la utilidad estas metodologias.

La informacion fue obtenida de informes, articulos cientificos y paginas web que
desarrollaran la temética en estudio. A partir del anlisis da la informacion se concluyé que
las metodologias utilizadas en América de la técnica de RT-gPCR estan basadas en la
deteccidn del gen N, S y ORFB1ab con parametros analiticos superiores respecto a las otras
técnicas, en cambio los inmunoensayos de tipo ELISA reportados son principalmente
automatizados dirigidos al dominio RBD cualitativos y cuantitativos para IgM, IgG e IgA.
En tanto el desarrollo de pruebas rapidas se basa en Inmunocromatografia de flujo lateral a
partir del uso de oro coloidal para deteccién de antigenos y anticuerpos, estas técnicas
representan una herramienta Util en etapas tardias de la infeccion para el control y
seguimiento de la enfermedad como tambien estudios de inmunidad y contribucion a la

contencion de la enfermedad en zonas de dificil acceso.
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1. Introduccion

El Coronavirus tipo 2, identificado por primera vez a finales del 2019 en Wuhan, China en
personas con neumonia severa, se propago alrededor del mundo, ocasionando la pandemia
de Sindrome Respiratorio Agudo Severo 2 (SARS-CoV-2), produciendo en todo el mundo,
hasta ahora al menos 4.919.395 muertos, desde que la oficina de la OMS en China dio cuenta

de la aparicion de la enfermedad en diciembre de 2019. (Universidad Médica, 2021)

Un diagnostico correcto y rapido de la infeccion por SARS-CoV-2 es critico, desde el punto
de vista epidemioldgico dado que muchas personas infectadas estan asintomaticas, como
desde el punto de vista clinico, para identificar y tratar a los pacientes con prontitud. (Med
Clin (Barc). 2021. Respecto a los métodos de deteccion y diagnéstico aprobados por la FDA
tan pronto como se conocid la secuencia viral de SARS-CoV-2, la PCR acoplada a
transcripcion reversa, fue el primer método empleado para diagnosticar COVID-19, debido
a que las sondas de hidrolisis y cebadores necesarios se lograron producir rapidamente. Han
surgido y circulado linajes genéticos del SARS-CoV-2 en todo el mundo desde el comienzo
de la pandemia de COVID-19 estos linajes genéticos del SARS-CoV-2 en los Estados Unidos
se monitorean de manera rutinaria a través de investigaciones epidemioldgicas, vigilancia de

la secuencia genética de los virus y estudios de laboratorio.

Ahora bien, existen una gran variedad de pruebas, sin embargo, el diagnostico de certeza
requiere la deteccidn del SARS-CoV-2. Se ha verificado que las pruebas seroldgicas no se
usan rutinariamente para diagnosticar infecciones por CoV, su importancia radica en la
comprension de la epidemiologia de las infecciones emergentes por CoV Humanos (CoVH)
y en el papel de las infecciones asintomaticas. Dado el avance de la ciencias, gracias a la
disponibilidad de nuevas tecnologias existen en el mercado una gran variedad de pruebas
disponibles pero cada una con caracteristicas y utilidad diagnostica distinta, es por esto que
se ha realizado una investigacion descriptiva, realizando una revision bibliografica de
literatura cientifica en bases de datos como google académico, Pubmed , Biomed, Clinical
trials con el objetivo de describir los métodos de deteccion de la infeccién por SARS-CoV-2

utilizados en América de enero 2020 a septiembre 2021.



2. Justificacion

La deteccion temprana de la infeccion por SARS-CoV-2 es una intervencion crucial tanto
desde el punto de vista epidemioldgico como también clinico, para el control de pacientes
infectados asintomaticos en tiempo oportuno que contribuye a reducir la trasmisién del virus
y el aumento progresivo de casos, evitando la saturacion de sistemas de salud por
hospitalizaciones, por lo que en el transcurso de esta problematica se han realizado
innumerables ensayos de laboratorio que en la actualidad se siguen ejecutando con el fin de
proporcionar herramientas que mejoren la eficiencia en el diagndstico y deteccion de la

enfermedad.

El diagndstico estandar de oro de COVID-19 se logra mediante la identificaciébn molecular
del SARS-CoV-2 mediante pruebas de amplificacion de acido nucleico como la reaccién en
cadena de la polimerasa cuantitativa con transcriptasa inversa (RT-gPCR). Sin embargo,
muchos entornos de bajos recursos no estan capacitados con equipos de laboratorio y recursos
humanos para realizar una identificacion molecular masiva. La falta de recursos y una alta
demanda conduce a la diversificacion de métodos de deteccion. En algunos paises, también

se implementan pruebas seroldgicas rapidas para complementar el diagndstico molecular.

La gran expansion de la enfermedad representa un desafio importante para los paises en
desarrollo, en general, en América se han realizado inmunoensayos basados en pruebas
seroldgicas cuyo uso ha sido con fines epidemioldgicos, de vigilancia y continuamente
ensayos moleculares con fines diagnosticos e investigativos. Es relevante como personal de
laboratorio, conocer las diferentes metodologias diagnosticas disponibles para SARS-CoV-
2 de tal forma que se haga buen uso de las mismas, optimizar las existentes a este nuevo
contexto y contribuir al diagnéstico oportuno. Abordar esta temética es muy importante, ya
que es una emergencia de salud pablica internacional, dada la severidad de la infeccion y a
su rapida distribucion se siguen realizando diversos estudios para encontrar una solucion a

ello, con un 6ptimo protocolo diagnostico de laboratorio.



Esta investigacion permitira al lector obtener una descripcion de los métodos de deteccion
disponibles para SARS-coV-2, ademas de realizar una comparacion de los pardmetros de
desempefio valorando la eficacia de los mismos con el fin de aportar informacion actualizada
de técnicas utilizadas en Ameérica, motivando asi el desarrollo de futuras investigaciones

basadas en la tematica.



3. Objetivos

3.1.0Dbjetivo general

Describir los métodos de deteccion de la infeccion por SARS-CoV-2 utilizados en

Ameérica, enero 2020-septiembre 2021.

3.2.0Dbjetivos especificos

1. Explicar las metodologias de RT-qPCR utilizados para la deteccién de SARS- CoV-2
en Ameérica.

2. Exponer las técnicas diagnosticas basadas en Inmunoensayos de tipo ELISA y pruebas
rapidas para de SARS-CoV-2.

3. Comparar las principales caracteristicas de desempefio analitico de los métodos de
deteccidn de la infeccidn por SARS-CoV-2.

4. Indicar la utilidad de las metodologias RT-gPCR, ELISA y Pruebas répidas en el
diagnéstico de SARS-CoV-2.



4. Desarrollo del subtema

4.1.Generalidades del virus SARS-CoV-2

4.1.1. Filogenia

Los coronavirus (CoV) pertenecen a la subfamilia Orthocoronavirinae en la familia
Coronaviridae del orden Nidovirales. fueron descritos por primera vez en 1966 a partir de las
secreciones nasales de un paciente con rinitis (Acter et al., 2020). Son una subfamilia de
virus ARN monocatenario de longitud variable (26-32 kb), de pequefio tamafio (65-125 nm
de diametro). Esta subfamilia se subdivide en cuatro géneros: Alfa-coronavirus,
Betacoronavirus, Gamma-coronavirus y Deltacoronavirus. Normalmente, los dos primeros
infectan mamiferos y los otros dos, aves y peces, aunque también es posible que infecten
mamiferos. Aunque sus huéspedes naturales son animales como aves y diversos mamiferos,

son capaces de transmitirse e infectar al ser humano, tratandose asi de una zoonosis.

El analisis del arbol filogenético del nuevo coronavirus ha revelado que el SARS-CoV-2
pertenece, junto con SARS-CoV y Bat-SARS, a un lado diferente del MERS-CoV, y esta
filogenéticamente mas relacionado con los coronavirus Bat-SARS aislados en China de los
murciélagos de herradura (Rhinolophus sp.) entre 2015 y 2018, que al SARS-CoV. Este
hallazgo sugiere que SARS-CoV y MERS-CoV han sufrido una evolucién viral diferente,

involucrando a los murciélagos como reservorio primario. (Petrosillo, 2020)

El SARS-CoV-2 aparecié en Wuhan (provincia de Hubei, China) a finales de diciembre de
2019. Este nuevo virus es el causante de la enfermedad infecciosa del sindrome respiratorio
agudo severo altamente transmisible conocida hoy en dia como COVID-19. (puentes, 2020)
El estudio de la secuencia del genoma de SARSCoV-2 ha demostrado que pertenece al

género Betacoronavirus. (Chen, 2020)



4.1.2. Estructura del SARS-CoV-2

El SARS-CoV-2 se caracteriza por poseer cuatro glucoproteinas estructurales principales la
glucoproteina espiga o proteina S, la glucoproteina de envoltura (proteina E), la
glucoproteina de membrana (proteina M) y la proteina nucleocéapside (proteina N), ademas
de diferentes proteinas accesorias (ORFs). La espiga o proteina S es una proteina
transmembrana que forma parte de la porcion externa del virus y que tiene aproximadamente
un peso molecular de 150 kDa. Se caracteriza por formar homotrimeros que sobresalen en la

superficie viral, otorgandole el aspecto de corona caracteristico de esta familia de virus.

Su funcidn es facilitar la union de la envoltura del virus a las células huésped al interaccionar
con la enzima convertidora de angiotensina 2 (ECA2) expresada en las células del tracto

respiratorio inferior. (Astuti, 2020)

La proteina S es escondida por la proteasa transmembrana serina 2 (TMPRSS2) con la
cooperacion de la furina de la célula hospedadora en dos subunidades funcionales S1 y S2
La subunidad S1 es la responsable de la unidn al receptor de la célula huésped y la subunidad
S2 se encarga de la fusion de las membranas viral y celular. (Astuti, 2020)

Por su parte, la nucleocapside también conocida como proteina N esta estructuralmente unida
al material de acido nucleico del virus (Astuti, 2020). Su funcion es mediar el ensamblaje
viral interaccionando con la proteina M y con el genoma (Nagvi, 2020). Otro componente
importante que forma parte de este virus es la glucoproteina de membrana o proteina M ya
que determina la morfologia de la envoltura del virus y tiene la capacidad de unirse al resto
de proteinas estructurales. EI Gltimo componente por destacar es la envoltura o proteina E,
que constituye la proteina mas pequefia de la estructura del SARS-CoV-2. Su papel es

fundamental en cuanto a la produccién y maduracion del virus (Astuti, 2020)
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Figura 1. Organizacion estructural de SARS-CoV-2. Fuente. Universidad y salud col.2020

4.1.3. Estructura del genoma viral
El genoma del SARS-CoV-2 es un ARN monocatenario de sentido positivo (perteneciente a

la clase 1V segun la clasificacion de Baltimore) con una caperuza 5'y una cola poli-A 3'
(Naqvi et al., 2020). Su composicion genetica la conforman entre trece y quince marcos de
lectura (ORF) que contienen aproximadamente 30.000 nucleétidos y es muy similar a los
genomas de SARS-CoV y Bat-SARS. (Naqvi, 2020)

La proteina estructural de mayor importancia como objetivo terapéutico es la glucoproteina

espiga (S) ya que es la que se une a la célula hospedadora.
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Figura 2. Composicién de ARN gendmicos y subgenomicos de SARS-CoV-2. Fuente.
Biotech, 2020.



4.1.4. Ciclo de Replicacion

Acoplamiento y entrada: La unién de la porcion soluble de la proteina espiga (S), es decir,
de su parte més externa, a la enzima convertidora de angiotensina 2 (ECAZ2) es el primer paso
de la infeccion de los neumocitos tipo Il presentes en los alveolos, en los cuales se encuentra
dicho receptor celular. Para entrar a la célula, el virus lo hace a traves de las dos subunidades
de la glucoproteina espiga (S), el complejo resultante es procesado proteoliticamente por la
serin-proteasa transmembrana tipo Il (TMPRSS2). En la membrana de la célula hospedadora

se abre un poro por donde el virus penetra en la misma.

Replicacion y trascripcion: Unavez en su interior, el ARN viral es liberado en el citoplasma
y este se une al ribosoma de la célula huésped, y posteriormente comienza la traduccién del

gen de la replicasa del ARN gendmico.

Ensamblaje y liberacion: Posteriormente, las glucoproteinas estructurales S, M y E recién
formadas, se insertan en el reticulo endoplasmico y se combinan con la proteina N. Los
genomas virales son encapsulados por la proteina N, que migraran en las vesiculas hacia la
membrana plasméatica como viriones. En ultima instancia serén liberados por exocitosis como

virus maduros.
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Figura 3. Ciclo de Replicacion del SARS-CoV-2. Fuente: Gonzdlez Puente A. Técnicas de
deteccion del SARS-CoV-2. Universidad de Corunia, 2020.
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4.1.5. Patogénesis de la infeccion por SARS-CoV-2 en humanos.

La infeccion por SARS-CoV-2 se inicia por la union de la proteina S a receptores presentes en
la superficie de la célula huésped. El SARS-CoV-2 utiliza el receptor de la enzima convertidora
de angiotensina 2 (ACE 2) para ingresar a las células, se ha observado la expresién de ACE2
en el epitelio intestinal, en células cardiacas y endotelio vascular, y en niveles méas bajos en
monocitos, macrofagos y linfocitos. este receptor es una ectoenzima transmembrana que esta
altamente conservada entre los mamiferos, facilitando asi la transferencia entre especies. El
receptor de SARS-CoV-2, ACE2, se expresa principalmente en un pequefio subconjunto de
células del pulmon llamadas células alveolares tipo 2. La proteina S es determinante para el
tropismo y patogenicidad del hospedador y es de gran interés en términos de respuesta
inmunoldgica y disefio de vacunas, ya que induce la formacion de anticuerpos neutralizantes
como un importante mecanismo de defensa inmune. EI dominio de union al receptor (RBD)

de la proteina S es, por lo tanto, el principal objetivo de terapia y deteccion del SARS-CoV-2.

4.1.6. Respuesta inmune a la infeccién por SARS-CoV-2

El ingreso del SARS-CoV-2 en el organismo desencadena la activacién de respuesta inmune
innata y adquirida del individuo, que se expresard clinicamente de diversas formas. La
respuesta inmune efectiva puede provocar la eliminacion del virus y la generacion de
memoria inmunitaria contra la infeccion. En los casos de pacientes con infeccion grave por
SARS-CoV-2, el desbalance de la respuesta inmunitaria que induce la secrecion de citoquinas
de manera descontrolada favorece el reclutamiento de células inflamatorias a multiples
organos, principalmente los pulmones, desencadenando el cuadro clinico severo de COVID-
19.

La seroconversion frente a la infeccion por el SARS-CoV-2, se inicia con la respuesta de
anticuerpos de isotipo IgM, la cual se genera dentro de la primera semana después de los
sintomas. Posteriormente, entre los 7-14 dias después de la infeccion primaria, aparecen los
anticuerpos de isotipo IgA e IgG los cuales permanecen por tiempo prolongado indicando

exposicion previa al virus (ver figura 4). (Garcia, 2020)



El periodo de transmisibilidad puede comenzar 1 o 2 dias antes de que aparezcan los
sintomas, pero es probable que las personas sean mas infecciosas durante el periodo
sintomaético, incluso si los sintomas son leves y muy inespecificos. Ahora se estima que el
periodo infeccioso dura entre 7 y 12 dias en los casos moderados y hasta dos semanas en

promedio en los casos graves. (Garcia, 2020)

El marcador seroldgico mas sensible y mas temprano son los anticuerpos totales, cuyos
niveles comienzan a aumentar a partir de la segunda semana de inicio de los sintomas.
Aunqgue se ha encontrado que IgM e IgG por ELISA son positivos incluso el cuarto dia
después del inicio de los sintomas, los niveles mas altos se producen en la segunda y tercera

semana de enfermedad.

Tipicamente, la mayoria de los anticuerpos se producen contra la proteina mas abundante del
virus, que es la N. Por lo tanto, las pruebas que detectan anticuerpos contra N serian las méas
sensibles. Sin embargo, el dominio de unién a receptores de la proteina S (RBD-S) es la
proteina de union del huésped, y los anticuerpos contra la RBD-S serian mas especificos y
se espera que sean neutralizantes. Por lo tanto, el uso de uno 0 ambos antigenos para detectar
IgG e IgM resultaria en alta sensibilidad. Sin embargo, los anticuerpos pueden tener

reactividad cruzada con SARS-CoV y posiblemente otros coronavirus.

we= ARN SARS-CoV-2

Periodo
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- 1gG
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Figura 4. Evolucion de la produccion de anticuerpos y ARN durante la infeccion por
SARS-coV-2. Fuente: Gonzalez Puente A. Técnicas de deteccion del SARS-CoV-2
Universidad de Coruiia, 2020.
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4.2.Diagnostico de SARS-CoV-2

A partir del inicio de la pandemia se han establecido métodos diagndsticos para confirmar la
infeccion por SARS-CoV-2 a como también métodos complementarios de deteccion que
agilizan la toma de decisiones, la confirmacion habitual de los casos de COVID-19 se basa
en la deteccion del &cido nucleico (ARN) del virus mediante ensayos de RT-PCR inmediata,
la deteccion molecular del virus utilizando protocolos bien disefiados suele ser muy

especifica; por lo tanto, un resultado positivo confirma la deteccién del virus.

Entre las otras alternativas de deteccion es importante incluir que durante los primeros dias
tras el inicio de los sintomas (de 1 a 5 dias aproximadamente), se generan proteinas virales
(antigenos) que pueden ser detectadas mediante diferentes ensayos (ELISA,
inmunofluorescencia, o incluso pruebas rapidas). En general, la deteccion de antigenos
presenta una especificidad aceptable (dependiendo del ensayo), por lo cual su deteccion
puede ser usada como criterio de confirmacion (en conjunto con la definicién de caso, la
historia clinica y los antecedentes epidemioldgicos) y para tomar decisiones en el ambito de
la salud publica (p. €j., aislamiento). (OPS, 2020)

Dentro de las herramientas de deteccion también se encuentra los ensayos seroldgicos, estos
son aquellos que permiten detectar los anticuerpos (IgM, IgG o IgA) generados como parte
de la respuesta inmunitaria del individuo contra el virus de la COVID-19. En general, la
mayor proporcion de anticuerpos son producidos contra la proteina mas abundante del virus,
que es la de la nucleocépside (N). Por ello, los ensayos que detectan anticuerpos contra esta
proteina podrian ser méas sensibles. Sin embargo, los anticuerpos dirigidos contra la proteina

de union a los receptores celulares (proteina S) suelen ser mas especificos. (OPS, 2020)

Con todo esto, los ensayos serolégicos (tanto pruebas de ELISA como pruebas rapidas) no
son considerados pruebas diagnosticas y los resultados deben ser evaluados cuidadosamente

a la luz de la informacién clinica, el resultado de otros ensayos y el contexto epidemiolégico.

A continuacidn, se presenta una tabla que indica los métodos diagndésticos y recopila los datos
principales sobre estudios que se han realizado en américa a partir de la busqueda en bases

de datos cientificas.
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Tabla 1. Métodos de deteccion por SARS-CoV-2 utilizados en América

SARS-CoV y RT-PCR en
pacientes  asintomaticos:
resultados de una cohorte
de  trabajadores del
Aeropuerto internacional
El dorado de Bogota

Distribucion de los valores
del ct en RT PCR para
SARS-CoV al momento
del diagndstico en
pacientes pediatricos

Precisiéon de un ensayo de
deteccion RT-gPCR SARS
CoV-2 sin  extraccion
previa de ARN

Técnicas alternativas sin
extraccion de ARN para la
deteccion por RT-PCR en
tiempo real del SARS-

RT-PCR
tiempo real

RT- PCR
tiempo real

RT-PCR
tiempo real

RT-PCR
tiempo real

en

en

en

|nd|V|duos

1325
pacientes

80
pacientes

192
muestras

12

Media de Nasofaringeas
36 afnos

Oal8afios Nasofaringeo y

orofaringeos

No Nasofaringeo
reflejado

No Nasofaringeo y
reflejado  esputo

10 mujeres

Femenino y
masculino

No reflejado

No reflejado

ORFlab y
N

ORFlab
YN

ORFlab S
Y N

ORFlab y
N



CoV-2 en muestras de
hisopado nasofaringeo y
de esputo

Evaluacién del
rendimiento  diagnostico
de nueve kits comerciales
RT PCR para la deteccién
de SARS-coV-2 en
Colombia

Rendimiento de RT- PCR
en comparacion con la
prueba rapida de antigeno.

Estudio Comparativo de 2
Técnicas  inmunoldgicas

para la deteccion de
anticuerpos  anti-SARS-
CoV-2

RT-PCR en
tiempo real

RT- PCR

Inmuno ensayo
de Flujo lateral
de tipo ELISA-
IgM

94
muestras

854
individuos

141
individuos

13

No Nasofaringeo
reflejado

34-48 aflos  Nasofaringeo

No Suero
reflejada

No reflejado

No reflejado

No reflejado

Gen E

GenNyS

Anticuerp
os IgM



Desarrollo

de

ELISA

especifico para SARS-

CoV-2.

ELISA IgM-
1gG-IgA contra
dominio (RBD)

El nuevo protocolo ELISA ELISA RBD-

Vincula

los anticuerpos

reactivos del SARS-CoV-
2 preexistentes con la
inmunidad y la edad del
coronavirus endémico y
revela una identificacion
serolégica mejorada del
COVID- 19 agudo a través
de deteccion de multiples

parametros

IgM-IgG

68
muestras
positivas
para
SARS-
cov-2

232
muestras
negativas
contra
SARS-
CoV-2-
RBD

71
muestras

14

No
reflejada

No
reflejada

Suero/plasma

Suero/plasma

No reflejado  Dominio

Hombres

de union-
Receptor
RBD de
proteina
de pico

Anticuerp
os IgM,
19G, IgA

Anticuerp
os IgM,
IgG, IgA



Anélisis de anticuerpos
1gG, IgA, e IgM contra la
proteina pico S1 del
SARS-CoV-2 en pacientes
convalecientes y
vacunados conlas vacunas
pfizer BioNtech
CansiNobio

Evaluacién de 9 pruebas
rapidas seroldgicas para la
deteccion de SARS-CoV-2

Evaluacion en condiciones
de campo de una prueba
serologica rapida para
deteccion de anticuerpos
IgM e 1gG contra SARS-
CoV-2

ELISA 142
indirecto IgM- muestras
19G-IgA

Inmunocromat 293
ografia muestras

Pruebas rapidas

Inmunocromat 144
ografia muestras

Pruebas
Rapidas

15

No Suero/plasma
reflejada

Edad
media de
38 afios

Sangre total

No Suero
reflejada

Hombres vy

mujeres

No reflejado

No reflejado

Proteina
S1
Recombin
ante

Anticuerp
os IgM-
19G

Anticuerp
os IgM-
19G



Rendimiento de la prueba Inmuno ensayo 854 36-48 Hisopado Hombres y Antigeno

rdpida de antigeno del de flujo lateral nasofaringeo mujeres especifico
SARS-CoV-2 en de SARS-
comparacion con la RT- CoV-2

PCR en tiempo real en
personas asintomaticas.

Fuente: (Rojas, 2020)* (Beltran , 2021)? (Cruz, 2021)3 (Villota, 2021)* (Hernandez, 2021)° (Pefia, 2021)® (Cruz, 2021)’ (Fischinger,
2020)8 (Yuen, 2021)° (Melgoza, 2021)*° (Mercado M, 2020)** (Vidal M, 2020)*? (Pefia, 2021)*3
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4.3.Metodologias de RT-gPCR utilizadas para la deteccién de SARS en América.

4.3.1. RT-gPCR en tiempo real para SARS-CoV-2
La prueba de Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR) para SARS-CoV-2 esta establecida

como la prueba de eleccion en pacientes con sospecha de infeccién por COVID-19, la cual
consiste en el aislamiento y purificacion del material genético del virus, la sintesis de ADN
complementario a partir de ARN viral por medio de la transcriptasa inversa vy,

posteriormente, la amplificacién del material genético.

La transcripcion inversa convencional (RT-PCR) y la PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-
PCR) son las estrategias mas cominmente usadas y, a diferencia de la convencional, la gRT-
PCR monitoriza la amplificacion del material genético durante cada ciclo y no al final. La
OMS recomienda la confirmacion rutinaria de SARS-CoV-2 en individuos sospechosos por
medio del RT-gPCR, siendo esta prueba el estdndar de oro actual (Cabrera K, 2020)

El término en tiempo real se refiere que la deteccion de los productos amplificados sucede
en cada ciclo de la reaccion. Por su parte, el término cuantitativo hace referencia a que es
posible cuantificar la cantidad de ADN en la muestra, a diferencia de la PCR punto final en
donde no es posible detectar en tiempo real ni cuantificar la secuencia blanco. Precisamente,
estas Ultimas dos caracteristicas representan grandes ventajas de la PCR en tiempo real, ya
que el producto de amplificacién es monitoreado conforme transcurre la reaccion sin que
haya la necesidad de que sea manipulado en un gel de agarosa para conocer si la reaccion fue

exitosa como sucede en la PCR punto final.

A partir de los estudios recopilados realizados en América se pudo constatar que, en diversos
paises como Brasil, Chile, Perl, EEUU, entre otros, los ensayos de RT-PCR para SARS-
CoV-2 estan siendo desarrollados no solo con fines diagnosticos, sino también de forma
investigativa con el propdsito de estandarizar protocolos que se ajusten a las necesidades,
limitaciones y disponibilidad de cada pais, asi como también mejorar la eficiencia de cada
uno de los métodos, utilizando en dichos estudios protocolos previamente aprobados como

el propuesto por Berlin Alemania, basados en el uso de iniciadores y sondas de Hidrdlisis
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TagMan y caracterizacion del virus a partir de muestras clinicas obtenidas en vias

Respiratorias altas y bajas.

4.3.2. Muestras utilizadas para la deteccion de SARS-coV-2 mediante RT-gPCR

1. hisopados nasofaringeos/ orofaringeos

Segun la revision sistematica de los estudios en America los hisopados nasofaringeos y
orofaringeos son las muestras bioldgicas mas utilizadas para el diagnostico de COVID-19.
Estas deben ser obtenido por personal capacitado, siguiendo una metodologia protocolizada
que incluye desde disponer del material necesario, un correcto etiquetado de los tubos y el
uso adecuado de los Equipos de Proteccion Individual (EPI), hasta las instrucciones al
paciente, el propio procedimiento de obtencion de la muestra y su correcta manipulacién y
traslado al laboratorio Una obtencion deficiente de la muestra dar lugar a un resultado
falsamente negativo. Por otra parte, aunque la especificidad de esta técnica es proxima al
100%, su Sensibilidad es mas variable y depende del momento evolutivo del proceso
infeccioso (la carga viral es mayor en etapas iniciales) (Muntadas, 2021). En los estudios
desarrollados en Chile y México se utilizaron mayormente este tipo de muestras obteniendo

resultados satisfactorios.
2. Esputo

Segun (Villota, 2021) Las muestras de esputo son dificiles de obtener porque pocos pacientes
con COVID-19 producen esputo espontaneo y no esta indicado el esputo inducido por el
riesgo de diseminacion viral. Sin embargo, se ha observado en el desarrollo de los protocolos
ejecutados en Ameérica que la carga viral suele ser superior en muestras de esputo que en las
obtenidas con hisopos nasofaringeos y orofaringeos y que las técnicas estan siendo adaptadas
y estandarizadas para el uso de este tipo de muestra. Dentro de ensayos desarrollados en
EEUU se han estandarizado protocolos con el fin de evaluar la utilizacion de este tipo de
muestras en el diagnéstico de SARS-CoV-2 en los cuales se ha comprobado que se obtiene
una deteccion alta y adecuada de carga viral.
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3. Aspirado traqueobronquial y lavado bronco- Alveolar

Este tipo de muestras solo son posibles en pacientes ventilados mecanicamente o portadores
de traqueostomia. Aunque la carga viral detectada es alta, este procedimiento puede suponer

un riesgo importante para el profesional sanitario que lo realiza.

En pacientes criticos con neumonia COVID-19 es posible detectar SARS-COV-2 en
muestras de lavado bronco-alveolar (BAL), incluso en ausencia de positividad en muestras
del tracto respiratorio superior. Igual que en el caso del aspirado traqueobronquial, este
procedimiento puede suponer un riesgo importante para el profesional sanitario que lo
realiza, por lo que tampoco esté indicados de forma rutinaria para el diagndstico de COVID-
19, por lo que dentro de los ensayos en America no estan utilizando este tipo de muestra.
(Muntadas, 2021)

4.3.3. Método de Extraccion de ARN para detectar SARS-CoV-2

La extraccion cuantitativa de acidos nucleicos con alta pureza a partir de muestras complejas
es el requisito previo para ensayos de RT-PCR eficientes y es un paso crucial en el uso de
técnicas moleculares para la deteccion eficiente de virus en muestras clinicas. Actualmente
se utilizan dos métodos principales de extraccion de ARN previo a la RT-PCR para la
deteccion de SARS-CoV-2: la cromatografia de columna y la aplicacion de particulas

magnéticas. (Noriega, 2021)
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Tabla 2. de kits comerciales validados (13 de julio de 2020) por el EEUU-CDC para la

extraccion de ARN de SARS-CoV-2.

Nombre comercial

mini kit QlAamp® Viral RNA

QlAamp® DSP Viral RNA Mini Kit

EZ1® DSP Virus Kit and Buffer AVL

Roche MagNA Pure™ Total Nucleic
Acid Kit*

Tipo de muestra

Fluidos corporales libres
de células

Fluidos corporales libres
de  células, plasma
(tratado con
anticoagulantes que no
sean heparina) o suero

Suero humano, plasma,
liquido cefalorraquideo
(LCR), orina, sangre
completa, heces, medios
de transporte, muestras
respiratorias y torundas
secas

Suero, plasma y sangre
completa

20

Método de extraccion

Columna con
membrana de silice

Columna con
membrana de silice

Particulas magnéticas

Particulas magnéticas



Roche MagNA Pure™ 96 DNA and Viral Sangre entera de Particulas magnéticas

NA Small Volume Kit mamifero, suero, plasma,
orina, esputo, hisopos,
heces, lavado

broncoalveolar (BAL),
liquido cefalorraquideo
(LCR) y cultivos
bacterianos (con o sin
opcidn de lisis externa)

Los métodos de extraccion de ARN utilizados en el diagndstico son un factor importante en
el resultado de la técnica, esto favorece a la obtencién de muestras puras que facilitan la
deteccidn de particulas virales en muestras clinicas, en America se han realizados estudios
comparativos de RT-PCR en donde se han utilizado diversos Kits de extraccion a como
también evaluacion de la técnica omitiendo el paso de la extraccion de ARN, en particular
los ensayos desarrollados en EEUU, México, Colombia utilizaron el mini kit QlIAamp® Viral
RNA gue se basa en un método de union selectiva de extraccion por columnas de silice con
la velocidad del centrifugado que corresponde a la técnica mas utilizada en América con

resultados eficientes.
Factores que afectan en los resultados de RT PCR para diagndstico de SARS-CoV-2.

a) Tipo de muestra utilizada: Los hisopados nasofaringeos y orofaringeos son las
muestras tipicamente usadas para confirmar la presencia de SARS-CoV-2 mediante RT-
PCR. Sin embargo, el virus también se ha detectado en especimenes de otros sitios, a
través de los cuales se han alcanzado diferentes eficiencias de deteccion. Por la facilidad
de su recoleccidn en pacientes y bajo riesgo infeccioso para proveedores de salud, la
saliva es una muestra potencial en la deteccion de SARS-CoV-2 y virus similares por lo

que la muestra y la correcta toma de la misma influyen en los resultados que se obtienen.

b) Extraccion de ARN: La extraccién cuantitativa de acidos nucleicos con alta pureza a
partir de muestras complejas es el requisito previo para ensayos de RT-PCR eficientes y
es un paso crucial en el uso de técnicas moleculares para la deteccion eficiente de virus

en muestras clinicas. Actualmente se utilizan dos métodos principales de extraccion de
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ARN previo a la RT-PCR para la deteccion de SARS-CoV-2: la cromatografia de

columna y la aplicacion de particulas magnéticas.

c) Transporte y correcto etiquetado de las muestras: Las muestras respiratorias, como
por ejemplo hisopados o aspirados nasofaringeos, deben almacenadas en refrigeracion a
una temperatura entre 2 y 8°C hasta un maximo de 72 horas. Si transcurren méas de 72
horas hasta el procesamiento de las muestras respiratorias refrigeradas, se recomienda
su congelacion a -20°C esto para evitar una degradacion del ARN del virus que afecten
los resultados. Asimismo, el correcto etiquetado evita resultados erréneos, falsos

positivos y falsos negativos.

4.3.4. Criterios de interpretacion

El resultado de una PCR en tiempo real se visualiza en un grafico de amplificacion. En €l se
expresa la fluorescencia leida por el termociclador. De esta forma, la curva de amplificacion
consta de una fase inicial donde la produccion de fluorescencia est4 por debajo del nivel de
deteccidn, una segunda en donde se da un incremento de la fluorescencia el cual es en forma

exponencial y una tercera fase(plateau) donde finaliza la reaccion.

1.000,000,000
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000

00
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Figura 5. Visualizacion de la curva de interpretacion y el valor del ct. Fuente: Serrano
Cumplido A. Aplicacion del valor umbral del niamero de ciclos (Ct) de PCR en la COVID-
19. Medicina de familia, 2021.
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La lectura de los resultados de una corrida de RT- PCR en tiempo real llega por por la
interpretacion (por el sistema) de la intensidad de la sefial fluorescente en el momento que se
identifica la presencia de la secuencia genética correspondiente al virus. Para ello, es preciso
determinar una lectura basica utilizada como referencia, que se establece con los primeros
ciclos (habitualmente entre el 3 y el 15), en los que los cambios de la sefial fluorescente

suelen ser minimos. (Serrano, 2020)

El umbral de Ciclos o ciclo umbral (Ct) Es EI Nimero de Ciclos En El Que La Sefial
fluorescente cruza Este umbral. Para valorar la presencia del virus en la muestra, se determina
el nimero de ciclos Ct de RT-gPCR necesarios para que la prueba resulte positiva, es decir,
indica el momento preciso de la amplificacién en el que la prueba es capaz de identificar la
presencia de la diana molecular investigada, sin indicar la cantidad presente. Asi, el Ct es un
valor semicuantitativo inversamente relacionado con la cantidad de ARN de la muestra, de

manera que un numero bajo de Ct esta relacionado con mayor carga viral y viceversa.

La RT-gPCR permite detectar cargas virales muy bajas (20-100 copias de ARN / mL)
siempre que la muestra se tome de forma adecuada y con la suficiente concentracion viral
como también existen algunas limitaciones al interpretar el valor Ct, como no expresarse con
unos valores lineales, la dependencia del resultado con el tipo y calidad de la toma, asi como

con el manejo de la muestra, o variaciones significativas intraprueba.

Segun la revision previa de estudios y ensayos se han establecido opciones de valorar Cten
los pacientes con RT-gPCR positiva, aceptando el criterio de que un Ct entre 31 y 35
equivaldria a una carga viral sin capacidad infectiva aunque, dada la heterogeneidad de la
muestra tomada (técnica de adquisicion y localizacion de la toma) y de los diferentes sistemas
comercializados, seré cada laboratorio el que tenga que validar la prueba y marcar el umbral

de ciclos que consideren definitorio de la alta o baja carga viral. (Serrano, 2020)

Se ha estratificado en 4 grupos a los pacientes con RT-PCR positiva en funcion del valor del
Ct y de su relacion con la carga viral y la persistencia de virus viable: altamente
contagioso; moderadamente contagioso; zona de indecision; no infeccioso. Existe una zona
de indecision, con valores Ct = 34-37, en los que seria preciso repetir la prueba en unos dias

y vigilar la aparicion de sintomas. Tampoco hay que descartar la posibilidad de que valores
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Ct > 37 pudiesen manifestar una infeccion temprana con carga viral baja. Un Ct > 35 podria
ser considerado como valor permisivo para la reincorporacion social, aunque es preciso

analizarlos en su contexto clinico y epidemioldgico. (Serrano, 2020)

CT=>37 «Permitir actividad scial
No infeccioso *Medidas estandar de proteccion
«Permitir actividad social con
CT 34-37 estrictas medidas
*Vigilar sintomas
CT 30-34 «Evitar reuniones sociales
Moderadamente contagioso *Autoaislamiento
CT <30 ) _ _
Alt ¢ tagi + Aislamiento estricto
amente contagloso Seguimiento de contactos
I
|
I

Figura 6. Estratificacion del riesgo de contagio segun el valor de ct. Fuente: A. Serrano-

Cumplido, Medicina de Familia.

Los genes diana que prevalecieron en los estudios estaban dirigidos a ORFlab, gen N

(nucleocapside), S (espicula).

Se llevo a cabo un estudio en Bogota bajo el titulo SARS-CoV y RT-PCR en pacientes
asintomaticos: resultados de una cohorte de trabajadores del Aeropuerto internacional
El dorado de Bogota en 2020 con el fin de identificar y caracterizar infeccion asintomatica
a partir de la técnica de RT-PCR en donde la muestra utilizada fue el hisopado nasofaringeo
con un seguimiento de 21 dias, dichas muestras fueron procesadas segun lo sefialado en el
protocolo de Berlin para RT-PCR, se amplificaron los genes ORF1, Y N para obtener los

valores del umbral, estableciendo positividad por debajo de los 40 ciclos.

A partir de los resultados de 212 trabajadores segun el seguimiento se obtuvo una incidencia
de la infeccion por SARS-coV-2 del 16.51% en los pacientes asintomaticos, se observo que
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el 50% de los positivos tuvieron valores de ct superior a 33 ciclos y la proporcion de contactos
infectados cercanos fue baja (11,86) lo que respalda que la transmision de la infeccion por
asintomaticos no es tan eficiente como con los pacientes sintométicos. (Rojas, 2020)

Otro estudio realizado en México cuyo titulo es Distribucién de los valores del ct en RT
PCR para SARS- CoV al momento del diagnostico en pacientes pediatricos
desarrollado en 2020 con el fin de describir la informacion recopilada en el desempefio
analitico de la técnica de RT-PCR para la identificacion de SARS-coV-2 en poblacion
infantil, se incluyeron las muestras de todos los pacientes pediatricos con sintomas de la
infeccion, se utilizaron hisopados nasofaringeos y orofaringeos recolectados en la primera
semana del inicio de los sintomas. EI ARN total fue extraido y purificado empleando el
QlAamp viral RNA mini kit (QIAGEN), la deteccién de genes diana estuvo dirigida a
ORF1ab, nucleocapside (N) y (S) mediante RT-PCR en tiempo real con los kits de deteccion
(kit for 2019 Novel coronavirus y TagMan 2019-nCoV.

Se logr6 como resultado identificar que, en todos los pacientes pediatricos positivos,
presentaron una carga viral baja segun la distribucion del ct (63 %) esto aporta a los apartados
que afirman que, por razones genéticas o bioldgicas, los pacientes pediatricos podrian
presentar diferencias en la expresion del receptor asociado con los mecanismos de infeccion
viral. (Parra, 2020)

Un estudio realizado en Chile con la temética Precision de un ensayo de deteccion RT-
gPCR SARS-CoV-2 sin extraccion previa de ARN se llevé a cabo con el fin de evaluar
diferentes Kits y protocolos de RT-gPCR para el mejor enfoque a utilizar omitiendo un paso
de extraccion de ARN. La muestra utilizada fue hisopado nasofaringeo, se confirmé la
presencia de ARN viral utilizando este kit siguiendo los protocolos proporcionados por el
fabricante en un sistema de PCR en tiempo real QuantStudio3 de 96 pocillos (Thermo Fisher

Scientific) que muestra la presencia de los genes del SARS-CoV-2 ORFab, Sy N.

El ARN extraido se probd con tres kits de deteccion diferentes aprobados por la FDA y
disponibles comercialmente: a saber, SARS-CoV-2 RdRp mas control de EAV (cat.
40-0777-10, Roche), kit de RT-PCR fluorescente en tiempo real para detectar 2019-nCoV
(cat. MFG030011, BGI) y kit de deteccion para ARN de 2019-nCoV (Sonda de fluorescencia
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por PCR) (Universidad Sun Yat-sen, cat. DA0930, Da An Gene Co., Ltd). Los resultados
mostraron que se detectd un numero significativamente menor de muestras positivas cuando
se omitid el paso de extraccion de ARN, los tres Kkits de deteccion de SARS-CoV-2 evaluados

en este trabajo presentaron menor eficiencia que el protocolo, incluida la extraccion de ARN

Estos datos sugieren fuertemente que esta técnica depende en gran medida de la cantidad de

ARN viral presente en la muestra. ( Beltran, A. 2021)

En EEUU se llevo a cabo un ensayo titulado Técnicas alternativas sin extraccion de ARN
para la deteccion por RT-PCR en tiempo real del SARS-coV-2 en muestras de hisopado
nasofaringeo y de esputo cuyo fin era obtener un protocolo que pudiera utilizarse
independientemente del tipo de muestra (hisopos nasofaringeos o muestras de esputo) y que
demostrara ser reproducible. En este estudio se utilizaron un total de 192 muestras clinicas,
se recolectaron y procesaron 153 muestras clinicas en Ecuador y se recolectaron y procesaron

39 muestras en Estados Unidos.

Se utilizaron dos métodos para la extraccion de ARN: un kit comercial para la extraccion de
ARN viral (Qiagen Viral RNA Mini Kit) y el Trizol LS Reagent (Invitrogen) para la
extraccion total de ARN. De igual forma se ejecutaron dos protocolos diferentes de
tratamiento de muestras para reemplazar el paso de extracciéon de ARN: chogue térmico y
uso directo de la muestra (técnica directa). Para la corrida de RT-PCR se utilizé un kit de
deteccion comercial con objetivos en los genes ORFl1ab y nucleocépside (N ) (DA0930; Da
An Gene Co. Ltd. de la Universidad Sun Yat-sen. El segundo protocolo de rRT-PCR utilizé
un ensayo interno con una diana en el gen N. Se desarroll6 a partir del kit SuperScript ™ III
Platinum ™ One-Step RT-gPCR (Invitrogen).

Lo resultados mostraron que la amplificacion directa sin inhibidores de ARNasa aument6
significativamente los valores de Ct en una media de 3,59 ciclos. Por lo tanto, el uso de
inhibidores de ARNasa ayuda a proteger el genoma viral y preserva la deteccion del virus en
muestras con bajas cargas virales. Ademas, nuestro estudio presenta una técnica de deteccion
directa que puede preservar la sensibilidad (100%) y la especificidad (100%) de las
reacciones de RT-PCR cuando se realizan sin extraccion dedicada. (Villota D, 2021)
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Figura 7. Distribucion comparativa de los valores de umbral de ciclo (Ct). Resultados
obtenidos por rRT-PCR de los genes N y ORF1ab utilizando métodos de extraccion de ARN

convencionales y técnicas sin extraccion.

Fuente: Villota D. Stephany. Técnicas alternativas sin extraccion de ARN para la deteccion
por RT-PCR en tiempo real del SARS-CoV-2 en muestras de hisopado nasofaringeo y de
esputo, 2021.

En el gréafico se observan los resultados de las muestras nasofaringeas analizadas mediante
cuatro métodos diferentes antes del ensayo de RT-PCR en donde se utiliza como método de
referencia la extraccion de ARN a partir de un kit comercial (circulo negro) los cuales se
compararon con extraccion de ARN con Trizol A (circulo rojo) muestra directa con
inhibidores de ARNasas B (circulo verde) choque térmico 1 C (circulo purpura) choque
térmico 2 D (circulo azul). En una comparacion con los valores de ct, la extraccion con trizol
mostro un aumento para el objetico ORF1ab, pero sin diferencias para el objetivo N, ambas
técnicas de choque térmico mostraron aumento para los dos objetivos, la técnica directa
arrojo los mejores resultados en comparacion con el kit de referencia, seguida de extraccién

con trizol.

En Colombia se desarrollé un estudio con el proposito de Evaluar del rendimiento

diagnostico de nueve kits comerciales RT PCR para la deteccion de SARS-coV-2 en
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Colombia y proporcionar una comparacion confiable del rendimiento diagnostico de nueve
kits de RT-PCR de diferentes fabricantes (utilizados con mayor frecuencia en Colombia) para
evaluar el impacto de su uso potencial para el cribado masivo al considerar el panorama de

variacion genomica del SARS-CoV- 2 en el pais.

Las muestras incluidas para las pruebas se procesaron evitando la congelacion /
descongelacion y se procesaron en paralelo con el método de referencia. La prueba de
referencia estdndar se basé en la deteccion del gen E utilizando los cebadores y la sonda

descritos en el protocolo Berlin Charité.

La variabilidad genémica del SARS-CoV-2 podria afectar la precision diagndstica de las
pruebas de diagnostico actualmente disponibles, particularmente en el contexto de variantes
emergentes. A pesar de la variabilidad inherente en el rendimiento diagnostico, todos los Kits
de RT-PCR evaluados en este estudio resultaron adecuados para la deteccién genomica del
SARS-CoV-2 en Colombia. Sin embargo, en aquellos escenarios donde se requiere una
deteccion altamente sensible de SARS-CoV-2, cualquiera de los kits que incluyen el gen E
(GeneFinder, Seegene, Inbios y PCL) ha demostrado ofrecer una ventaja potencial para

mejorar la sensibilidad de la prueba. (Hernandez, 2021)
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Figura 8. Comparacion del rendimiento del diagnostico del gen E y de los valores de Ct
entre el ensayo de referenciay los kits comerciales de RT-PCR. (A — D) Fuente: Hernandez
C. Evaluacion del rendimiento diagnostico de nueve kits comerciales de RT-PCR para la
deteccion del SARS-CoV-2 en Colombia, 2021.
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Diferentes estudios que comparan el rendimiento analitico de diversas dianas virales
incluidas en la deteccion de SARS-CoV-2 basados en la amplificacion del gen E mediante el
protocolo de Berlin han demostrado una mayor sensibilidad en comparacién con las otras
dianas virales. En el grafico se puede observar que los kits Genefinder y PLC mostraron

medianas mas bajas de ct lo que sugiere una mayor sensibilidad.

Rendimiento de RT- PCR en comparacion con la prueba rapida de antigeno fue un
estudio que se desarrollé en Chile con el fin de realizar una comparacién masiva de prueba

RAT y RT-PCR en tiempo real en individuos asintométicos de una region chilena.

Para el ensayo el ARN viral se extrajo utilizando el kit Mag-Bind Viral DNA / RNA 96
(Omega Bio-Tek,) en el procesador de particulas magnéticas Kingfisher Flex (Thermo Fisher
Scientific). Se realiz6 RT-PCR en tiempo real en Laboratorio Médico Bioclinic y Hospital
Regional de Iquique utilizando el GenomeCov19 Detection Kit ABM (Applied Biological
Materials Inc, Canadd, con valores de umbral de ciclo (Ct) < 40 considerados positivos para

las regiones de genes virales N y S.

De acuerdo con los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC, 2021)
recomendacion sobre el uso de pruebas de antigenos, la sensibilidad del 69,86% indica que
la RAT no debe reemplazar la RT-PCR en tiempo real en el diagndéstico y la vigilancia de la
infeccion por SARS-CoV-2 (CDC, 2021). Sin embargo, el VPP de las pruebas de antigenos
fue del 94,44%, lo que indica que las personas asintomaticas con resultados positivos de
antigenos estan infectadas con SARS-CoV-2 y no requeririan RT-PCR confirmatoria en
tiempo real. Asimismo, el VPN de las pruebas de antigenos fue del 97,21%, lo que indica
que es poco probable que los individuos asintomaticos con resultados de antigenos negativos
se infecten con SARS-CoV-2.

Dados los altos valores predictivos en personas asintomaticas y el resultado rapido de la
prueba que implica un rastreo mas rapido de las personas infectadas, estos resultados
respaldan y brindan a los legisladores evidencia de que la RAT podria tener un papel
importante en las estrategias de deteccion, prueba y rastreo de contactos de COVID-19 para

el control de la misma. (Pefia, 2021)
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Ventajas y desventajas

Tabla 3. Ventajas y desventajas del uso de la técnica RT-PCR.

Ventajas

Desventajas
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Método de diagndstico estandar para
Covid-19 segin OMS y CDC.

Permite estudiar un gran numero de
pacientes por la posible automatizacion de
los procedimientos.

Detecta y amplifica secuencias de ADN o
la presencia del virus en muestras
nasofaringeas  desde los  primeros
momentos de la infeccion.

Mas sensible y especifica que los otros
métodos hasta ahora disponibles.

Funcionamiento es complicado, con
personal experto en biologia molecular
Requieren laboratorios certificados e
infraestructura adecuada.

Equipo costoso y técnicos capacitados para

realizarlos



4.4.Técnicas diagnosticas basadas en inmunoensayos de tipo ELISA y pruebas
rpidas para de SARS-CoV-2

4.4.1. Inmunoensayos de tipo ELISA para la deteccion de SARS- CoV-2.

El ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) es un método de prueba basado
en anticuerpos que permite dar un resultado relativo de la concentracion de anticuerpos
mediante dilucion de la muestra (titulacion de anticuerpos). Existen tres diferentes tipos de
ELISA directo, indirecto y tipo sandwich, para la deteccion de anticuerpos los utilizados son
los dos ultimos. Esta técnica se realiza en placas de microtitulacion. Esta tecnologia de uso

extendido es sensible, rapida y fiable.

La realizacion de un ensayo ELISA requiere como minimo un anticuerpo especifico para un
antigeno concreto. De acuerdo con el método bésico, uno de los componentes inmunoldgicos
se inmoviliza en una fase sélida, en las cavidades de la placa de microtitulacion. El analito
de la muestra interactia con el sistema anticuerpo-antigeno. Esta interaccion se puede
visualizar mediante enzimas, enlazadas a antigenos o anticuerpos secundarios, e indica si se
ha producido un enlace antigeno-anticuerpo. La enzima enlazada convierte un sustrato
agregado, lo que da lugar a un cambio de color, que se puede medir mediante un

espectrofotometro.

Los ELISAs se clasifican en 4 tipos: ELISA directo, ELISA indirecto, ELISA tipo sandwich
y ELISA competitivo.

e ELISA directo: Se basa en donde un anticuerpo primario marcado con una enzima se
uniré directamente al antigeno de interés permitiendo la deteccién y/o cuantificacion
del mismo.

e ELISA indirecto: Es un ensayo parecido al ELISA directo, pero en dos pasos, lo que
permite amplificar la sefial obtenida. En este caso se utilizan dos anticuerpos, uno

primario y otro secundario, y es este ultimo el que ird conjugado a una enzima.
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e ELISA de tipo sandwich: En el ELISA tipo sdndwich el antigeno queda inmovilizado
entre dos anticuerpos, uno de captura y otro de deteccion también conocidos como
pares de anticuerpos, que se uniran a dos epitopos distintos de un mismo antigeno.

e ELISA competitivo: ElI ELISA competitivo es una variante mas compleja de la
técnica ELISA, también conocido como ELISA de inhibicion debido al uso de un
antigeno de referencia que competira con el antigeno de la muestra por unirse al
anticuerpo primario. Se utiliza generalmente para detectar y/o cuantificar antigenos

presentes en muy bajas cantidades.

En los estudios, se reportan variaciones basadas en técnicas mas automatizadas, a

continuacion, se describe cada una de ellas:

Ensayos de aglutinacion inmunomagnéticos (IMA):  son métodos recientemente
desarrollados que utilizan particulas magnéticas recubiertas con moléculas de captura (por
ejemplo, anticuerpos, ligados, nucleotidos) que se unen especificamente al biomarcador
diana, formando grupos que permiten la deteccion. Se han desarrollado diferentes ensayos
para la deteccion de patdgenos, moléculas pequefias y proteinas. Estos métodos son féciles
de usar y pueden mejorar la sensibilidad y el tiempo a los resultados de los métodos clasicos

como ELISA.

Se ha desarrollado un ensayo para detectar los anticuerpos contra SARS CoV-2 basado en
tecnologia IMA y en nanoparticulas. Los ensayos inmunomagnéticos, en particular, se
refieren a la identificacion del analito diana (por ejemplo, antigeno o anticuerpo) a través de
restos de captura (es decir, anticuerpos, antigenos, ligandos, nucle6tidos) conjugados sobre
la superficie de particulas magnéticas. Especificamente, los restos de captura detectan el
objetivo deseado (biomarcador de proteina, ADN, ARN) para la posterior separacion de la
solucion restante mediante un simple iméan y, en consecuencia, para varios métodos de

analisis.

Se realizo un estudio en Lima, Perd con el titulo Estudio Comparativo de 2 Técnicas
inmunoldgicas para la deteccion de anticuerpos anti-SARS-coV-2 con el fin de identificar

Acs contra SARS-CoV-2 en suero proveniente de individuos, con o sin diagndstico previo
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de COVID-19 y detectar Acs especificos contra SARS-CoV-2 con el uso del inmunoensayo
de flujo lateral y el ensayo inmuno-magnético (IMA). En el estudio se analizaron 141
muestras. IMA como técnica para la deteccion de anticuerpos anti- SARS CoV-2 presenta
un perfil de sensibilidad y especificidad superior a la prueba rapida por el método de
Inmunocromatografia de flujo lateral. IMA, para COVID-19, es una prueba rapida y facil de

usar en el punto de atencion sin necesidad de contar con mayor maquinaria de laboratorio.

En los paises EEUU, y México son los que han publicado estudios donde utilizan ELISA de
tipo directa, cuantitativo calificado y estandar con un procedimiento de lavado de placas

distinto.

ELISA cuantitativo: Es una prueba de ELISA robusta que permite detectar y cuantificar IgA,
IgM e IgG, en este tipo de ensayo los pocillos de las placas utilizadas contienen soluciones
donde ya se conoce la concentracidn del antigeno. Estas muestras se crean comunmente al
diluir el antigeno para crear una curva estandar que contiene un amplio rango de
concentraciones de antigeno. La intensidad del sustrato en las muestras desconocidas se
puede comparar con la curva estandar para determinar una concentracion de antigeno
aproximada. Esta técnica permite la optimizaciéon a partir de la utilizacion de diversas
concentraciones tanto de antigenos y anticuerpos con el fin de obtener una mayor sensibilidad
y especificidad en la cuantificacion.

Se realiz6 un estudio en EEUU con el titulo Desarrollo de ELISA especifico para SARS-
CoV-2 en el afio 2020 con el fin de detectar y cuantificar IgA, IgM e 1gG contra el dominio
de unién al receptor del SARS-coV-2 (RBD) con el uso de un ELISA cuantitativo calificado.
El tipo de muestra analizada fue suero/plasma de 118 personas convalecientes, estas se
inactivaron por calor a 60°C durante 1h. De igual manera se evalud la capacidad de los
modelos de regresion logistica para discriminar entre muestras positivas y negativas de
SARS-coV-2 basadas en 1gG, IgA, IgM. Las curvas caracteristicas operativas al receptor,
revelaron la capacidad diagnostica de cada isotipo para clasificar a los individuos en

convalecientes y controles comunitarios.
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Figura 9. Niveles de anticuerpos especificos de CoV2-RBD en la infeccion temprana por
CoV2. Fuente: Vicky Roy, Desarrollo de ELISA especifico para SARS-CoV-2,2020.

El ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) es un método cominmente utilizado
para la medicion de analitos en una muestra de suspension. Si bien es de bajo costo y facil
de adaptar en la mayoria de los entornos de laboratorio, una limitacién de esta plataforma es
el alto nivel de fondo de algunas muestras biolégicas en diluciones de muestra bajas.
Especificamente, las densidades Opticas (DO) de diluciones de muestras inferiores a 1: 100
suelen ser considerables y pueden enmascarar el analito de interés. Este problema es
particularmente relevante para las pruebas seroldgicas para el SARS-CoV-2, ya que los
anticuerpos que presentan reactividad cruzada en personas no expuestas, que se generan
recientemente en infecciones asintomaticas y / o recientes, que se inducen a partir de un
encuentro con dosis bajas de virus o que disminuyen despues de la convalecencia se puede

perder porque los niveles estan por debajo del limite de deteccion de los ensayos actuales.

Para abordar esta problematica, en el estudio que se describe a continuacion desarrollaron un

protocolo de ELISA con pasos unicos para reducir la sefial no especifica en diluciones de
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muestra bajas. Un cambio es el procedimiento de lavado de placas, que lo realiza
manualmente un operador con una pipeta multicanal e incluye pasos de agitacion y remojo

con la eliminacion completa repetida del fluido residual.

Se llevo a cabo un estudio en EEUU con el titulo EIl nuevo protocolo ELISA Vincula los
anticuerpos reactivos del SARS-coV-2 preexistentes con la inmunidad y la edad del
coronavirus endémico y revela una identificacion serolégica mejorada del Covid 19
agudo a través de deteccion de maltiples parametros, en el afio 2021 con el fin de
desarrollar un nuevo protocolo ELISA estdndar con un procedimiento de lavado de placas
distinto y desarrollo de placas cronometrado através del uso de una curva estandar.
Utilizando el método de "ELISA BU". Este protocolo se ejecutd en muestras de suero o
plasma de un total de 71 sujetos pre pandémicos y 29 infectados con SARS-CoV-2. Ademas,
se probd la especificidad de los anticuerpos de deteccion para confirmar la precision de las
lecturas especificas de isotipo y la capacidad del reactivo de deteccion de IgG para medir las

cuatro subclases de 1gG.
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Figura 10. BU ELISA. Exhibe una sefial de fondo baja a una alta concentracion de muestra
y el uso de curvas estandar de anticuerpos recombinantes de SARS-Cov-2 RBD permite una

cuantificacion precisa de la muestra. Fuente: Rachel R Yuen, 2021.
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ELISA indirecto: se utiliza para detectar anticuerpos en una muestra con el fin de cuantificar
las respuestas inmunitarias. La placa se recubre primero con un antigeno de captura
especifico, que inmoviliza el anticuerpo objetivo, y este complejo antigeno-anticuerpo
se detecta utilizando un segundo anticuerpo. Este estudio se estandarizé un ELISA indirecto
para detectar anticuerpos 1gG, IgA e IgM contra el SARS-CoV-2 utilizando la proteina S1
recombinante como objetivo. Primero, se evalud la concentracion 6ptima de antigeno para el
recubrimiento y se establecié en una concentracion de 2 pg / mL. Y se evalud la persistencia

de anticuerpos y la respuesta de un grupo de pacientes.

Se realiz6 un estudio en México con el titulo Analisis de anticuerpos IgG, IgA, e IgM
contra la proteina pico S1 del SARS-CoV-2 en pacientes convalecientes y vacunados
con las vacunas pfizer BioNtech CansiNolbio en el afio 2021 con el fin de evaluar los anti
cuerpos S1 en 142 individuos convalecientes y vacunados, mediante la prueba de ELISA
indirecta, se detectaron anticuerpos IgG contra la proteina S1 del SARS-coV-2 hasta 42
semanas después del inicio de los sintomas en contraste con la IgA e IgM que disminuyeron
en 14 semanas después del inicio de los sintomas. Estos resultados confirman que después
de la infeccion natural con SARS-CoV-2, es posible detectar anticuerpos hasta por 10
meses. Ademas, nuestros resultados mostraron que una dosis de la vacuna CanSinoBio
induce una menor respuesta de anticuerpos 1gG que la inducida por el esquema completo de

la vacuna Pfizer-BioNTech.

Ventajas y desventajas

Tabla 4. Ventajas y desventajas del uso de Inmunoensayos ligado a enzimas (ELISA)

. El protocolo es simple y rapido. ¢ Puede dar mayor ruido de
. No hay posibilidad de reaccion fondo, ya que otras proteinas
cruzada con el anticuerpo secundario. presentes en la muestra pueden
. Menor probabilidad de error adherirse a la placa.

debido al uso de un menor uso de No hay amplificacion de la
reactivos y pasos en el procedimiento.  sefial ya que no se emplean

anticuerpos secundarios, lo que
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. Alta sensibilidad, ya que el uso
de anticuerpos secundarios posibilita la
amplificacion de la senal.

. Alta flexibilidad por el hecho de
que un mismo cuerpo secundario puede
emplearse coln diferentes anticuerpos
primarios, lo que también se traduce en
un beneficio econdmico.

. El anticuerpo primario mantiene
intacta su inmunoreactividad al no ir

conjugado.

. Alta flexibilidad, ya que Ila
deteccion se puede hacer tanto por
procedimiento directo como indirecto.
. Alta sensibilidad y
especificidad, debido al uso de dos

anticuerpos frente al mismo antigeno.

. Alta flexibilidad, puede basarse
en procedimiento directo, indirecto o
sandwich.

. Alta sensibilidad, robustez y
consistencia.

de

. Permite la  deteccion

antigenos de pequefio tamafio y en bajas
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reduce la sensibilidad del ensayo.

. El anticuerpo primario debe
de ir marcado lo que resta
flexibilidad al ensayo.

. Protocolo més complejo que
el ELISA directo, que incluye pasos
de incubacion adicionales con el
anticuerpo secundario.
. El wuso de anticuerpos
secundarios puede dar lugar a una

reaccion cruzada.

. El antigeno debe tener un
tamafio lo suficientemente grande
como para permitir la uniéon al
mismo de dos anticuerpos de
manera simultanea.

. No facil o

de

siempre es

posible contar con pares
anticuerpos que funcionen bien en
este tipo de ensayo.

. El protocolo es
relativamente complejo.

. Requiere el uso de antigeno

de inhibicion.



concentraciones.
. No requiere el procesamiento

previo de las muestras.

4.4.2. Pruebas rapidas (inmunocromatograficas)
La deteccion, las pruebas Yy el rastreo de contactos desempefian un papel fundamental en el

control de la pandemia de COVID-19. Por lo que en funcién de disminuir el tiempo de
respuesta del método habitual para SARS-coV-2 se han disefiado pruebas répidas que
detectan antigenos y anticuerpos referentes a la infeccion. En América segun los datos
recopilados se estan desarrollando estudios para identificar las funciones principales de estas
pruebas y los escenarios adecuados para su utilizacion asimismo la precision diagnostica de

cada test utilizado.

Existen diversos kits de deteccion por métodos inmunocromatograficos, dentro de los méas
habituales analizados en los estudios estan: Biosensor, Cromatest COVID 19, HIGHTOP one
step rapid test, estos con el fin de identificar anticuerpos de tipo IgG e IgM con muestras de

sangre venosa o sangre capilar, plasma o suero segun lo indicado por cada Kit.

En Chile se llevé a cabo un estudio con el titulo evaluacién en condiciones de campo de
una prueba serolégica rapida para deteccidon de anticuerpos IgM e IgG contra SARS-
CoV-2 con el fin de Determinar el rendimiento diagnostico adicional de una prueba
serologica rapida que detecta anticuerpos IgM e 1gG contra SARS-CoV-2 en donde se
incluyeron 144 personas, el dato significativo obtenido a partir de este ensayo fue que La
prueba seroldgica rapida logro detectar un mayor nimero de casos respecto a la molecular,
sobre todo a partir de la segunda semana de inicio de sintomas. Ademas, presentd una alta
especificidad. Los resultados mostrarian su utilidad como prueba complementaria a la prueba
molecular, especialmente durante la segunda y tercera semana de enfermedad. (Vidal M,
2020)

Otro estudio realizado en Panama Evaluacién de 9 pruebas seroldgicas rapidas para la
deteccion de SARS-cov-2 tenia como fin evaluar la capacidad operativa de nueve pruebas
serologicas para detectar IgM/IgG en suero de pacientes con SARS-coV-2 en diferentes

estadios clinicos.
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Se estimo como tamafio de la muestra a 293, se utilizo como estandar de oro RT-PCR en
tiempo real y se usé ensayos inmunocromatografico para la deteccion cualitativa de
anticuerpos 1gG/IgM obteniendo como resultado que el mejor desempefio de las pruebas
ocurrio para IgG en grupo de pacientes sintomaticos con mas de 11 dias después del inicio
de los sintomas. El estudio mostro que la utilidad de las pruebas seroldgicas
inmunocromatograficas para SARS-coV-2 es limitada y pueden utilizarse en el estudio de
seroprevalencia adecuada para el cribado de poblacion infecciosa. (Mercado M, 2020)

En Chile se realizd otro ensayo comparativo con el titulo de Rendimiento de la prueba
rapida de antigeno del SARS-CoV-2 en comparacion con la RT-PCR en tiempo real en
personas asintomaticas con el fin de evaluar el rendimiento de la prueba de antigeno SD

Biosensor en comparacion con RT-PCR.

El método utilizado fue la prueba de antigeno SD Biosensor, Inc. (Republica de Corea,) un
inmunoensayo de flujo lateral rapido para la deteccion cualitativa de antigenos especificos
del SARS-CoV-2 presentes en la nasofaringe humana Segun el fabricante, los resultados
estan disponibles en 30 minutos y se proporcionan todos los reactivos necesarios para realizar
el ensayo. Los Kits de ensayo son estables cuando se almacenan entre 2 'y 30 ° C. Se obtuvo
que dicha prueba resulto con una sensibilidad del 69,86% y una especificidad del 99,61%. El
método de antigeno SD Biosensor permitid la identificacion rapida de individuos

asintomaticos.

4.4.3. Pruebas Rapidas basadas en la deteccidn de antigenos

La prueba de antigeno COVID-19 (oro coloidal) es una tira de membrana cualitativa basada
en un inmunoensayo para la deteccion del antigeno de la proteina de la nucleocapside del
SARS-CoV-2 en muestras de hisopados nasofaringeos. En este procedimiento de prueba, el
espécimen reacciona con las particulas recubiertas de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 en la
almohadilla etiquetada, y luego la mezcla migra hacia arriba en la membrana
cromatograficamente por accion capilar y reacciona con el anticuerpo antiSARS-CoV-2 en

la zona de deteccién.
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Si la muestra contiene SARS-CoV-2, aparecera una linea de color en la region de la linea de
prueba que indica un resultado positivo. Si la muestra no contiene SARS-CoV-2, no
aparecerd una linea de color en esta region, lo que indica un resultado negativo. Para servir
como control del procedimiento, siempre aparecera una linea de color en la region de la linea
de control que indica que se ha afiadido el volumen adecuado de muestra y que se ha

producido la mecha de la membrana.

Las llamadas pruebas répidas de deteccion de antigeno (PRD-Ag), se fundamentan en
deteccion directa de las proteinas virales por método inmunocromatografico de flujo lateral.
En el caso de las PDR-Ag del SARS-CoV-2, con frecuencia el antigeno blanco que se desea
detectar es la proteina de la nucleocapside (N) del virus, preferencia que se explica por su
relativa y abundante produccién durante la fase aguda de la infeccion. (Carlos D’Suze Garcia,
2021)

Semana -1 : Semana 1 S 2 S S 8 4 Semana 5

inicio de sintomas

—p
Figura 11. Tiempo de deteccidn de antigenos en la evolucion de la enfermedad por SARS-
CoV-2. Fuente: Gonzalez Puente A. Técnicas de deteccion del SARS-coV-2 Universidad de

Coruna

4.4.4. Pruebas rapidas basadas en la deteccidn de anticuerpos
Los inmunoensayos serolégicos se consideran pruebas de tamizaje, mas que en pruebas

confirmatorias. Debido a que identifican anticuerpos en sangre, plasma o suero de personas,
su sensibilidad puede variar segun los estadios de la enfermedad. Se conoce que la
produccioén de anticuerpos puede tomar varios dias, por ejemplo, la IgM contra SARS-CoV-
2 puede detectarse, en promedio de 5 a 10 dias después del inicio de los sintomas, y la 1I9G
alrededor de 10 dias después del inicio de los sintomas. Esto hace que la sensibilidad de las

pruebas seroldgicas sea menor en las etapas iniciales de la enfermedad, y que algunas
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personas infectadas con el virus pueden 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 una reduccion de los falsos negativos.

SO, .z lagos o .
%2501 Infeccidn [Inicio de los sintomas

Periodo de lncubaclén { Produccion de anticuerpos

0 i 2 3 :

Tiempo (semanas)

Figura 12. Tiempos de deteccion de anticuerpos y ARN viral de SARS-CoV-2. Fuente:
Julian Santaella Tenorio Colomb Med (Cali), 2020.

El casete de prueba rapida para COVID-19 IgG/IgM (sangre total/suero/plasma) es un ensayo
inmunocromatogréafico cualitativo basado en membrana para la deteccion de anticuerpos 1gG
e IgM contra SARS-CoV-2 en muestras de sangre, suero o plasma. Esta prueba consta de dos
componentes, un componente 1gG y un componente IgM. En el componente 1gG, la IgG
antihumana esta recubierta en la region de la linea de prueba de 1gG. Durante la prueba, la
muestra reacciona con particulas recubiertas de antigeno 2019-nCoV en el casete de prueba.

Fundamento

Son pruebas rapidas de flujo lateral que mencionamos anteriormente Estas pruebas se
fundamentan en la deteccion de anticuerpos IgM o 1gG utilizando dispositivos que contienen
tiras de nitrocelulosa donde se fijan las proteinas del virus. La interpretacion de los resultados
depende del isotipo de anticuerpo detectado. La aparicién de lineas para 1gG o IgM, o ambas,
indica una muestra positiva y, por lo tanto, que el paciente ha sido infectado con el
coronavirus COVID-19. (Juarez, 2020)
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Interpretacion

Un resultado positivo indica infeccion por SARS-coV-2 ya que implica la formacién de
inmunidad contra ello, sin olvidar que existe la posibilidad de falsos positivos por reaccion

cruzada con otros coronavirus humanos y otros virus. (Onoda, M 2020)

Tabla 5. Estado de inmunidad y momento de la infeccidn segun los resultados de 1gG y/o
IgM.

No infeccion o infeccion en fase precoz

Infeccion aguda
Infeccién evolucionada

Infeccion Pasada

Fuente: Martinez Chamorro M. Asociacion Chilena de atencion primaria. Abril 2020

En Chile se llevé a cabo un estudio con el titulo evaluacion en condiciones de campo de una
prueba seroldgica rapida para deteccidn de anticuerpos IgM e IgG contra SARS-CoV-2 con
el fin de Determinar el rendimiento diagnostico adicional de una prueba seroldgica rapida
que detecta anticuerpos IgM e 1gG contra SARS-CoV-2 en donde se incluyeron 144
personas, el dato significativo obtenido a partir de este ensayo fue que La prueba seroldgica
rapida logré detectar un mayor numero de casos respecto a la molecular, sobre todo a partir
de la segunda semana de inicio de sintomas. Ademas, presentd una alta especificidad. Los
resultados mostrarian su utilidad como prueba complementaria a la prueba molecular,

especialmente durante la segunda y tercera semana de enfermedad. (Vidal M, 2020)

Otro estudio realizado en Panama Evaluacién de 9 pruebas seroldgicas rapidas para la

deteccion de SARS-cov-2 tenia como fin evaluar la capacidad operativa de nueve pruebas
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serologicas para detectar IgM/IgG en suero de pacientes con SARS-coV-2 en diferentes

estadios clinicos.

Se estimd como tamafio de la muestra a 293, se utiliz6 como estandar de oro RT-PCR en
tiempo real y se usé ensayos inmunocromatografico para la deteccion cualitativa de
anticuerpos 1gG/IgM obteniendo como resultado que el mejor desempefio de las pruebas
ocurrio para IgG en grupo de pacientes sintomaticos con mas de 11 dias después del inicio
de los sintomas. El estudio indic6 que la utilidad de las pruebas seroldgicas
iInmunocromatograficas para SARS-CoV-2 es limitada y pueden utilizarse en el estudio de

seroprevalencia adecuada para el cribado de poblacion infecciosa. (Mercado M, 2020)

En Chile se realiz6 otro ensayo comparativo con el titulo de Rendimiento de la prueba rapida
de antigeno del SARS-CoV-2 en comparacion con la RT-PCR en tiempo real en personas
asintomaticas con el fin de evaluar el rendimiento de la prueba de antigeno SD Biosensor en

comparacion con RT-PCR.

El método utilizado fue la prueba de antigeno SD Biosensor, Inc. (Republica de Corea,) un
inmunoensayo de flujo lateral rapido para la deteccion cualitativa de antigenos especificos
del SARS-CoV-2 presentes en la nasofaringe humana Segun el fabricante, los resultados
estan disponibles en 30 minutos y se proporcionan todos los reactivos necesarios para realizar
el ensayo. Los kits de ensayo son estables cuando se almacenan entre 2 y 30 ° C. Se obtuvo
que dicha prueba resulto con una sensibilidad del 69,86% y una especificidad del 99,61%. El
método de antigeno SD Biosensor permitié la identificacion rapida de individuos

asintomaticos.
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Ventajas y desventajas
Tabla 6. Ventajas y desventajas del uso de pruebas rapidas de deteccion de antigenos

Ventajas y desventajas del uso de (PRD-AQ)

Ventajas Desventajas

a. Enmuestras respiratorias tomadas dentro de  Un resultado no reactivo (negativo) no permite
los primeros 5-7 dias después del inicio de descartar la infeccién por virus SARS-CoV-2,
los sintomas, generalmente se requieren por lo tanto, los resultados deben ser
menos de 30 minutos para dar un resultado. verificados por pruebas moleculares como la

b. Pueden ser utilizadas directamente en RT-gqPCR.
puntos de atencion (primer nivel de
atencion; se pueden realizar con poco o sin
ningun equipamiento adicional.

c. Se pueden ofrecer para hacer estudios de
prevalencia de la infeccion en poblaciones
que viven en lugares de dificil acceso a
centros de diagnostico con uso de técnicas
moleculares, contribuyendo a la
interrupcion  comunitaria mediante el

aislamiento de casos diagnosticados.
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Tabla 7. Ventajas y desventajas del uso de pruebas de anticuerpos

Ventajas y desventajas del uso de pruebas de Ac para la deteccién de SARS-coV-2

(Johanna Mercedes Meza Calvache, 2020)

Ventajas

Desventajas

Sensibilidad del 88,66%, especificidad
del 90, 63%.

Resultado rapido en 15 minutos.

No requiere un equipo especifico ni
complejo Simple de realizar y solo
requiere un entrenamiento minimo.
Complementan a los estudios de RTPCR
Econdmica

Tiempos de respuesta después la primera
semana. IgG e IgM contra el SARS-
CoV-2 sera una indicacion de infeccion
(que no discrimina si es activa o pasada).
Reactividad  cruzada con  otros
coronavirus y con el virus de la gripe.
Errores diagnosticos por insuficiente
sensibilidad y especificidad.

El resultado negativo de IgM y de 1gG
no excluye que el paciente esté infectado
por SARS-CoV-2.

Deben ser validados, podrian tener un
muy importante porcentaje de falsos
negativos y positivos, y no garantizan
inmunidad.

5. Caracteristicas de desempefio analitico de los métodos de deteccion de la infeccidon

por SARS-Cov-2.

Las pruebas diagndsticas son utilizadas para diferentes fines: tamizaje de una poblacion,

busqueda de casos, descarte de un diagnostico, confirmacion de un diagnéstico o seguimiento

de una patologia. Para una correcta evaluacion de una prueba diagnostica se deben conocer
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los siguientes elementos: sensibilidad, especificidad, valor predictivo, positivo, valor

predictivo negativo entre otros criterios. (Donis, 2020)

o Sensibilidad: Es definida como la capacidad de una prueba para identificar
correctamente aquellos que tienen la enfermedad.

o Especificidad: es definida como la capacidad de una prueba para identificar aquellos
que no tienen la enfermedad.

o Valor Predictivo Positivo (VPP): Es la probabilidad que tiene un individuo de estar
enfermo cuando el resultado de la prueba es positivo.

o Valor Predictivo Negativo (VPN): contrariamente el valor predictivo negativo es la
probabilidad de que un individuo que obtenga un resultado negativo a la prueba, no

presente la enfermedad o esté sano.

En los estudios previamente descritos referentes a los métodos de deteccidn y diagnostico de
SARS-coV-2 se evaluaron criterios analiticos que les permiten valorar la validez de cada una
de las técnicas realizadas.

La actual pandemia de SARS-CoV-2 plantea numerosos retos sanitarios, entre los que
destaca el uso adecuado e interpretacion correcta de las pruebas diagnoésticas disponibles en
diferentes contextos clinicos. Como cualquier prueba diagndstica, las de SARS-CoV-2 tienen
limitaciones metodoldgicas de sensibilidad (S) y especificidad (E) que determinan su valor
predictivo positivo (VPP) y negativo (VPN). Ademas, su rendimiento diagndstico depende

del contexto clinico en el que se evalten. (Muntadas, 2021)
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Tabla 8. Caracteristicas de desempefio analitico de los métodos de deteccion de la infeccion por SARS-CoV-2.

Regidn/pais Titulo del estudio

EEUU

Colombia

Técnica  Alternativa  sin
extraccion de ARN para la
deteccién por RT-PCR en
muestras de hisopado vy
esputo.

Evaluaciéon del rendimiento
diagnéstico de 9  Kkits
comerciales de RT-PCR para

Metodologia  Tipo

muestra

RT-PCR
Sin extraccion
de ARN _
Hisopado
RT-PCR Nasofaringeo

Con trizol

RT- PCR
Sin extraccion
de ARN
Esputo
RT-PCR
Con Trizol

RT-PCR Hisopado
Quatumpx nasofaringeo

RT-PCR

GeneFinder
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100 %

95, 7%

100%

90%

100%

93.88%

de Sensibilidad Especificidad

100%

100%

100%

100%

95.56%

100%

VPP

No
reflejado

No
reflejado

No
reflejado

No
reflejado

96.8%

100%

VPN

No
reflejado

No
reflejado

No
reflejado

No
reflejado

100%

97.75%



EEUU

la deteccién de SARS-CoV-
2 en Colombia

Desarrollo  de ELISA
especifico para SARS-CoV-
2

Ensayo
ALLPLEX

RT-PCR

Plus RealAmp
MIRXES
RT-PCR
GENESIG
RT-PCR
SANSURE
ELISA IgG Suero/plasma
8-14 dias

ELISA IgG

15-21 dias

ELISA IgG

Mayor a 21
dias

ELISA IgA Suero/Plasma
8-14 dias

ELISA IgA
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87.76%

97.9%

87.76%

87.76%

83.48%

76.67%

86.21%

100%

76.67%

86.21%

100%

92.13%

100%

97.78%

88.43%

99.56%

97.41%

100%

96.55%

94.83%

100%

92.29%

100%

97.73%

88.89%

NR

NR

NR

NR

NR

88.24%

83.16%

93.62%

88.00%

82.84%

NR

NR

NR

NR

NR



Chile

Peru

Rendimiento de la prueba
rapida de antigeno para
SARS-coV-2 en
comparacion con la RT PCR
en personas asintomaticas

Evolucidn en condiciones de
campo de una prueba rapida
seroldgica para deteccion de
SARS-CoV-2

15-21 dias
ELISA IgA

Mayor a 21
dias

ELISA IgM Suero/Plasma
8-14 dias

ELISA IgM

15-21 dias

ELISA IgM

Mayor de 21
dias

Prueba
Antigeno

de Suero/plasma

RT-PCR Hisopado

nasofaringeo
Prueba rapida  Sangre

IgM-1gG
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100%

93.33%

96.55%

100%

69.86%

98.23%

43.8 %

100%

96.98%

96.68%

80.36%

99.6%

99.61%

98.9%

NR

NR

NR

NR

94.44%

94.44%

NR

NR

NR

NR

NR

97.22%

97.21%

NR



Peru

Panama

Evaluacion en condiciones
de campo de una prueba
serolégica  rdpida  para
deteccion de anticuerpos
IgM e IgG contra SARS-
CoV-2

Evaluacion de 9 pruebas
serologicas IgM- 1gG rapidas
para la deteccién de SARS-
CoV-2

Prueba rapida

IgM e IgG

Biosensor

AMS
International

Leccurate

HIGHTOP
one step

Cromatest-
covid 19

AMP
test

Rapid

Egens
Cellex

Onesite Rapid
test

Suero/plasma

Suero/plasma

Suero/plasma

Suero/plasma

Suero/plasma

Suero/plasma

Suero/plasma

Suero/plasma
Suero/plasma

Suero/plasma
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43,8

75%

60.41%

93.75%
45.83%

75%

70.83%

37.5%
70.83%
66.66%

98,9

94%

98.5%

86.5%
99%

95.50%

95.50%

98%
96%
97%



A partir de los resultados obtenidos referentes a las caracteristicas de desempefio analitico
de cada una de las técnicas en estudio, se pueden observar variaciones en los datos, eso se

debe a diversos criterios que deben ser tomados en cuenta para el uso de los métodos.

En el estudio realizado en Colombia sobre la evaluacion de diversos kits comerciales de
la técnica de RT-PCR se pueden observar variaciones a partir del gen diana al cual se
dirigié cada uno de los métodos, por lo que la variabilidad gendmica puede afectar la
precision diagnostica, asi como también el tipo de muestra utilizada. Con respeto a los
métodos de extraccion de ARN analizados en EEUU, teniendo como método de referencia
un kit comercial sugiere que se obtienen resultados satisfactorios con métodos directos de

extraccion y que el Trizol es una opcion aceptada para la obtencion del material genético.

Las pruebas rapidas seroldgicas fueron evaluadas tomando en cuenta principalmente el
tiempo de evolucion de la enfermedad y el tiempo posterior a haber contraido la infeccion,
obteniendo que a medida que transcurre este periodo, (mayor a 11 dias) la sensibilidad de

deteccion de anticuerpos aumenta, resultado no aptas para etapas iniciales de la infeccion.

En los inmunoensayos ligado a enzimas se valord la capacidad tanto para detectar
anticuerpos como antigenos optimizando las técnicas, refiriendo que entre los dias 7-15

los resultados son mas eficientes.

6. Utilidad de las metodologias RT-gPCR, ELISA y Pruebas rapidas en el
diagnostico de SARS-CoV-2

Tabla 9. Utilidad de RT-PCR, ELISA y pruebas rapidas

Metodologias en el diagndéstico de SARS-coV-2 Utilidad
RT-gPCR e Esta técnica debe de ser aplicada en casos
sospechosos de menos de 7 dias del inicio de
los sintomas.
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ELISA

Pruebas rapidas
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Detecta el ARN del virus SARS-CoV-2
mediante la amplificacion exponencial del
ADN complementario detectado en tiempo
real.

Es el eslabdn fundamental del diagndstico de
la infeccion por SARS-CoV-2.

Detecta hasta 100 copias por reaccion (316
equivalentes gendmicos por reaccion)
Indicada para fase precoz de la infeccion

Posee una elevada sensibilidad para detectar a
los posibles pacientes positivos para SARS-
CoV-2.

Determina con precision si la persona es
portadora del anticuerpo SARS-coV-2.

Esta técnica indica en qué fase de la infeccion
se encuentra la persona en estudio.

Detecta los anticuerpos IgM/IgG o a los
anticuerpos IgG RBD.

Indicada tras 7 dias del inicio de los sintomas
0 etapa postsintomatica.

Estudio del estado inmunitario

Pruebas de antigenos

Responder a presuntos brotes de COVID-19 en
lugares remotos, instituciones y comunidades
donde las pruebas moleculares son de dificil
acceso.

Para apoyar investigaciones de brotes en
grupos cerrados o semi-cerrados como, por
ejemplo: escuelas, residencias geriatricas,
prisiones, lugares de trabajo, cruceros.

Monitorear la incidencia de la enfermedad en

las comunidades, particularmente en lugares
de trabajadores esenciales y de la salud durante
los brotes 0 en regiones de transmisién

generalizada donde el valor predictivo positivo
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y negativo de una PDR-Ag es suficiente para
permitir un control efectivo de la infeccion y
seguimiento de contactos

Despistaje de la infeccion por SARS-CoV-2 en
los contactos asintomaticos, aun cuando las
PDR —-Ag no estan especificamente
autorizadas para tal fin, ya que se ha
demostrado que los casos asintomaticos tienen
cargas virales similares a los casos
sintomaticos. En estos casos un resultado
negativo de la PDR-Ag no debe excluir un
contacto de los requisitos de la cuarentena
Pruebas de anticuerpos

Estudios de vigilancia poblacional
Identificacion de donantes de plasma de
convalecientes

Diagnostico  tardio o  retrospectivo  en
situaciones definidas

Identificacién de poblacion susceptible en

estrategias de inmunizacion



7. Disefio Metodoldgico

7.1.Tipo de estudio

Se realiz6 un estudio de tipo descriptivo el cual esta soportado a partir de una busqueda de
estudios cientificos técnicos como fuente de informacion que favorecen el desarrollo del

subtema en estudio.
7.2. Area de estudio

El area de estudio fue en Virologia, concretamente en el diagndstico por biologia molecular

y serolégico mediante el andlisis de estudios realizados en América.
7.3.Universo

El universo estuvo compuesto por 29 documentos que abordan la teméatica en América.
7.4.Muestra

La muestra estuvo conformada por 12 estudios desarrollados en EEUU, Chile, Pert, Panama,

Colombia y México que corresponden al 40% del universo.
7.5.Recoleccion de la informacion

La informacion y los datos utilizados se recolectaron a partir de fuentes primarias como
revistas cientificas, informes, que desarrollan los diferentes hallazgos acerca de los métodos

de deteccion de la infeccién por SARS-CoV-2 en América.
7.6.Instrumento de recoleccién

Para la recoleccion de datos se utilizd herramientas como bosquejos para la estructuracion
del desarrollo del subtema, fichas textuales y parafrasis que junto con el analisis de diversas

fuentes se obtuvieron ideas principales e hicieron posible la recopilacion de informacion.
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7.7. Presentacion de la informacion

La presente informacion fue digitada haciendo uso del procesador de texto Microsoft office

Word 2016 y para la presentacion se utilizd Microsoft power point.

7.8.Etica y confiabilidad de datos

En el proceso de elaboracion de la presente investigacion no hubo modificaciones de los

datos publicados en los estudios.
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8. Conclusiones

La RT-gPCR representa el método establecido para el diagndstico de la infeccion por
SARS-CoV-2, las metodologias de esta técnica utilizadas en América se basan en la
deteccidn los genes N, S y en menor medida E a como también marcos de lectura abiertos
ORF1lab utilizando muestras de hisopado nasofaringeos, orofaringeos y esputo, siendo la
primera la muestra ideal. Referente a los métodos de extraccion de ARN, los kits empleados
se fundamentan en el uso de columnas de silice en donde (6/12 estudios reportaron el uso
de este método) y en 4/12 usaron particulas magnéticas, en otros estudios desarrollaron
técnicas sin extraccion previa. Para la deteccion del producto de la RT-gPCR predominé el
uso de sondas fluorogenicas TagMan y los protocolos fueron optimizados a partir de los

propuestos por Alemania.

. Los Inmunoensayos tipo ELISA reportados en los estudios fueron tanto cualitativos como
cuantitativos, para IgM, IgG e IgA dirigidos al dominio RBD, estos métodos desarrollados
fueron  principalmente  automatizados basados en  nanoparticulas, ensayos
inmunomagnéticos y ELISA BU con modificaciones de lavado. Dentro de las pruebas
rapidas se utilizaron técnicas basadas en oro coloidal de tiras para deteccion de anticuerpos
IgM-1gG y deteccidn de antigenos por Inmunocromatografia de flujo lateral teniendo como

blanco la proteina N.

. Respecto a las caracteristicas de desempefio, los estudios determinaron para la RT-gPCR
una especificidad entre 88% y 100%, la baja sensibilidad se atribuye a metodologias que
utilizaron para deteccion de gen E a diferencia de las dirigidas al gen N, S, u ORFlab donde
la sensibilidad fue mayor (100%). Dentro de las pruebas de ELISA se observ6 un aumento
en sensibilidad y especificidad en periodos mayor a 21 dias y un bajo rendimiento en

resultados de pruebas rapidas.
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4. El uso de cada uno de los métodos esta delimitado a las etapas de infeccion y desempefio
analitico, siendo RT-qPCR capaz de detectar la particulas virales durante la infeccion en
etapas tempranas con resultados eficaces y el elegido para diagnostico del virus, en tanto
ELISA y pruebas rapidas utiles en la deteccion de antigenos y anticuerpos en etapas tardias
posterior a 7 dias del inicio de los sintomas, y monitoreo inmunitario de pacientes después
de 21 dias de la infeccion y utiles en escenarios de brotes cerrados y semi-cerrados,
comunidades de dificil acceso, monitoreo de incidencia, control y seguimiento de contactos.
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Anexo 1. Algoritmo de deteccion Molecular

Fuente: OPS (2020)

Anexo 2. Algoritmo basado en deteccion de antigenos

Fuente: OPS (2020)
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