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RESUMEN:

La publicaciéon de la secuenciacion del genoma del SARS-CoV-2 el 10 de enero de 2020, permitié no solo investigar
el origen y estudiar la evolucidn y propagacion del virus, sino también sirvié de base para el desarrollo de pruebas
especificas para la deteccion del agente infeccioso y el diagndstico de COVID-19. Esta revision pretende precisar
las orientaciones emanadas de la OMS en relacion a las pruebas de laboratorio para la deteccion del SARS-CoV-2 y
diagnostico de COVID-19, al cumplirse mas de 6 meses luego de la declaracién de pandemia por COVID-19, el 11 de
marzo de 2020. De acuerdo con la OMS, hoy en dia, las pruebas de diagnoéstico de COVID-19 implican la deteccion del
virus en si (ARN viral o antigenos virales) o la deteccién de la respuesta inmune humana a la infeccién (anticuerpos u
otros biomarcadores). Sin embargo, la confirmacién estdndar de infecciones por SARS-CoV-2 se basa en la deteccion
de secuencias virales Unicas por pruebas de amplificacién de 4cidos nucleicos (NAATSs), como la reaccién en cadena
de la polimerasa con transcripcién reversa en tiempo real (rRT-PCR).

Palabras clave: Pandemia, COVID-19, SARS-CoV-2, Coronavirus, Laboratorio clinico, rRT-PCR, pruebas rapidas,
antigenos, anticuerpos, OMS.

SARS-CoV-2 DETECTION AND COVID-19 DIAGNOSIS:
MORE THAN 6 MONTHS AFTER THE DECLARATION OF THE PANDEMIC

SUMMARY

The publication of the SARS-CoV-2 genome sequencing on January 10, 2020, not only made it possible to investigate
the origin and study the evolution and spread of the virus, but also served as the basis for the development of
specific tests for the detection of the infectious agent and the diagnosis of COVID-19. This review aims to clarify
the guidelines issued by the WHO in relation to laboratory tests for the detection of SARS-CoV2 and diagnosis of
COVID-19, more than 6 months after the declaration of a COVID-19 pandemic, on the 11 March 2020. According to
the WHO, today, diagnostic tests for COVID-19 involve the detection of the virus itself (viral RNA or viral antigens)
or the detection of the human immune response to infection (antibodies or other biomarkers). However, standard
confirmation of SARS-CoV-2 infections relies on the detection of unique viral sequences by nucleic acid amplification
tests (NAAT), such as the real-time reverse transcription polymerase chain reaction (rRT-PCR).

Keywords: Pandemic COVID-19, SARS-CoV-2, Coronavirus, Clinical Laboratory, rRT-PCR, rapid tests, antigens,
antibodies, WHO.

Introducciéon patdégenos respiratorios como los virus de gripe Aviar,
Adenovirus, el Coronavirus causante del Sindrome
Respiratorio Agudo Grave (SARS-CoV) (del inglés,
Severe Acute Respiratory Syndrome-Coronavirus)
y el Coronavirus del Sindrome Respiratorio del
Medio Oriente (MERS-CoV) (del inglés, Middle
East  Respiratory Syndrome-Coronavirus), fueron
descartados.

El 31 de diciembre de 2019, un grupo de casos de
neumonia de etiologia desconocida, detectados en el
municipio de Wuhan en la provincia de Hubei, China;
entre el 8 y 30 de diciembre 2019; fueron notificados ala
Oficina de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS),
en China. En estos pacientes con neumonia, otros
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El 7 de enero de 2020, el Centro Chino para el Control y
la Prevencién de Enfermedades identifica el virus de la
neumonia de Wuhan, como de la familia Coronaviridae,
al que la OMS denomind provisionalmente como
“nuevo Coronavirus del 2019, 2019-nCoV (del inglés,
2019 novel Coronavirus) (1,2).

El 10 de enero de 2020, investigadores del Centro
Clinico de Salud Publica y la Escuela de Salud Publica
de la Universidad de Fudan, Shanghdi, China; publican
los datos de secuenciacién genética del 2019-nCoV,
obtenidos mediante la aplicacion de técnicas de
secuenciacion de nueva generacion (en inglés, Next
Generation Sequencing, NGS) de virus, en muestras
recibidas de pacientes con neumonia, y confirman que
el virus de la neumonia de Wuhan, es un nuevo virus
de la familia Coronaviridae, género betacoronavirus,
subgénero Sarbecovirus (3,4).

La familia Coronaviridae comprende a un grupo
altamente diverso de virus ARN monocatenario, los
cuales se dividen en 4 géneros (alfa, beta, gamma y
delta), que causan enfermedades de leves a graves en
humanos y animales. Existen coronavirus humanos
endémicos como los alfacoronavirus 229E (HCoV-
229E) y NL63 (HCoV-NL63), y los betacoronavirus
OC43 (HCoV-OC43) y HKU1 (HCoV-HKU1), que
pueden causar enfermedades de tipo influenza o
neumonia en humanos. Adicionalmente, existen otros
dos coronavirus zoondticos endémicos, que causan
enfermedades graves en humanos; el Coronavirus
causante del Sindrome Respiratorio de Medio Oriente
(MERS-CoV), (del inglés, Middle East Respiratory
Syndrome-Coronavirus), surgido en 2012 en Arabia
Saudi, y el Coronavirus causante del Sindrome
Respiratorio Agudo Grave (SARS-CoV) (del inglés,
Severe Acute Respiratory Syndrome-Coronavirus),
surgido en Catén, China en 2002-2003 (3,4).

Segun la secuencia del genoma y las imédgenes obtenidas
por microscopia electrénica, el 2019-nCoV muestra
una estructura constituida por un RNA monocatenario
positivo en la nucleocapside (N) y una envoltura (E),
en la cual se encuentra una proteina de membrana (M)
y una glucoproteina S (S), que forma unas espiculas o
espigas, que dan a la estructura infectiva, un aspecto
similar al de una coronasolar (3,4). Otras tres secuencias
del gen realizadas por el Centro Chino para el Control
y la Prevencion de Enfermedades Virales, la Academia
China de Ciencias Médicas, y el Instituto de Virologfa del
Hospital Jinyintan en Wuhan; se publican en el portal
de la Iniciativa Global para Compartir Todos los Datos
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de la Influenza (GISAID) (del inglés, Global Initiative
on Sharing All Influenza Data) (5,6). Para ese entonces,
disponer de la secuenciacién del genoma, permitié
no solo investigar el origen y estudiar la evolucién y
propagacion del virus, sino también sirvi6 de base
para el desarrollo de pruebas de laboratorio especificas
para la deteccion del agente infeccioso y alternativas
terapéuticas curativas y preventivas especificas contra
el virus emergente (3).

El andlisis evolutivo del virus demuestra que el 2019-
nCoV, estd emparentado con virus cuyo hospedador
primario son algunas especies de murciélagos del
género Rhinolophus, por lo que se postula que los
murciélagos, son también el reservorio original. Sin
embargo, tanto el SARS-CoV como el MERS-CoV,
dos coronavirus zoonoéticos que causan enfermedades
graves en humanosy generaron brotes con anterioridad,
saltaron a la especie humana a través de especies
intermediarias, civetas (Paradoxurus hermaphroditus)
y camellos (Camelus dromedarius), respectivamente;
lo que hace sospechar que lo mismo ha sucedido en
el origen 2019-nCoV; sin embargo, no se ha logrado
identificar el hospedador intermediario hasta los
momentos, y se piensa podria ser un animal doméstico,
un animal salvaje o un animal salvaje domesticado. El
analisis de las secuencias del genoma del virus 2019-
nCoV publicadas, indica que estd muy bien adaptado
a los receptores de células humanas, especificamente
en la Enzima Convertidora de Angiotensina 2 (ECA
2), lo que le permite invadir células humanas e infectar
facilmente a la especie. Se sospecha que el virus podria
haberse introducido a la especie humana a partir de un
animal intermediario en el mercado de Wuhan, o un
humano infectado podria haber introducido el virus en
el mercado, el cual se amplificé en ese entorno (7,8).

El 11 de febrero de 2020, la OMS de acuerdo con las
Mejores Practicas de la OMS para el Nombramiento
de Nuevas Enfermedades Infecciosas Humanas (en
inglés, WHO Best Practices for Naming of New Human
Infectious Diseases), y la Clasificacion Internacional
de enfermedades (ICD) (del inglés, International
Classification of Diseases), nombra esta nueva
enfermedad como “Enfermedad por Coronavirus
2019” abreviado como COVID-19 (del inglés,
Coronavirus disease 2019) (9). Mientras tanto, el
Comité Internacional de Taxonomia de Virus (en inglés,
International Committee of Taxonomy of Viruses, ICTV),
encargado de asignar nombres a los nuevos virus, le
dio al nuevo coronavirus (identificado por primera
vez en Wuhan, China), el nombre de Coronavirus 2
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del Sindrome Respiratorio Agudo Grave, cuya versién
acortada es SARS-CoV-2 (del inglés, Severe Acute
Respiratory Syndrome-Coronavirus 2). Como lo indica
su nombre, el virus estd relacionado con el coronavirus
asociado al SARS (SARS-CoV), que causé un brote de
Sindrome Respiratorio Agudo Grave, que inici6 en la
provincia de Cantén, China, en noviembre de 2002; sin
embargo, no es el mismo virus (10,11).

El 11 de marzo de 2020, la OMS declara ala COVID-19
como una pandemia (12,13).

Esta revision pretende precisar las orientaciones
emanadas de la OMS en relaciéon a las pruebas de
laboratorio para la deteccion del SARS-CoV2 vy
diagndstico de COVID-19, al cumplirse mas de 6 meses
luego de la declaraciéon de pandemia por COVID-19, el
11 de marzo de 2020.

Desarrollo

El 10 de enero de 2020, la OMS public6 de una serie
de orientaciones técnicas para todos los paises, en
relacion a coémo podian prepararse y responder
frente a los casos de infeccion con 2019-nCoV (ahora
SARS-CoV-2). Segtin la OMS, estas orientaciones se
desarrollaron a partir de los materiales existentes para
MERS-CoV; actualizados con la participacion de un
grupo de paises miembros afectados, asi como una red
de socios globales con experiencia en la gestion clinica,
prevencion y control de infecciones, laboratorio clinico,
modelacién matematica, comunicacién de riesgo y
participacion comunitaria (14). Entre este paquete de
orientaciones técnicas, que la OMS consider6 revisar
y actualizar periddicamente con la informaciéon nueva
disponible, se incluyé la gufa: “Vigilancia de casos
definidos para infeccién humana con 2019-nCoV” (en
inglés, Surveillance case definitions for human infection
with 2019 nCoV), en la cual se definen los “casos”, que
deben ser investigados por el laboratorio para infeccién
por 2019-nCoV (ahora SARS-CoV-2) (15).

A la fecha de hoy, esta publicacién ha sufrido varias
actualizaciones, la dltima de ellas el 07 de agosto de
2020. En su ultima version, esta gufa ahora llamada
“Vigilancia de Salud Publica para COVID-19” (en
inglés, Public healtg surveillance for COVID-19), del 07
de agosto de 2020, resume la orientacion actual de la
OMS en relacién a la implementacién de la vigilancia
de COVID-19 en los paises miembros asi como los
requisitos para la notificacion de casos a la OMS (16).
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De acuerdo con esta orientacidn, entre las definiciones
para “caso” de vigilancia se incluyen:

Caso sospechoso de COVID-19:

A. Una persona que cumpla con los criterios clinicos y
epidemiolégicos:

Criterios clinicos:
1. Inicio agudo de fiebre Y tos;
o)

2. Inicio agudo de cualquiera de tres o mas de los
siguientes signos o sintomas: fiebre, tos, sintomas de
debilidad / fatiga, dolor de cabeza, mialgia, dolor de
garganta, coriza, disnea, anorexia / nauseas / vomitos,
diarrea, alteracién estado mental.

Y
Criterios epidemioldgicos:

1. Residir o trabajar en un drea con alto riesgo
de transmision del virus: por ejemplo, entornos
residenciales cerrados y entornos humanitarios, como
campamentos y entornos similares a campamentos para
personas desplazadas, en cualquier momento dentro de
los 14 dias antes del inicio de los sintomas;

O

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

O

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

B. Un paciente con enfermedad respiratoria aguda
grave (IRAG: infecciéon respiratoria aguda con
antecedentes de fiebre o fiebre medida > 38 C °; y tos;
con inicio dentro de los dltimos 10 dias; y que requiere
hospitalizacién).

Caso probable de COVID-19:

A. Un paciente que cumple con los criterios clinicos
anteriores, y es un contacto de un caso probable o
confirmado, o vinculado epidemiolégicamente a
un grupo de casos que ha tenido al menos un caso
confirmado identificado dentro de ese grupo.

B. Un caso sospechoso (descrito anteriormente) con
imagenes de térax que muestran hallazgos sugestivos
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de enfermedad COVID-19. Los hallazgos tipicos de
imagenes de térax que sugieren COVID-19 incluyen
los siguientes: 1) Radiografia de tdrax: opacidades
nebulosas, a menudo redondeadas en morfologia, con
distribucién pulmonar periférica e inferior; 2) TC
de tdérax: multiples opacidades bilaterales en vidrio
esmerilado, a menudo redondeadas en morfologia, con
pulmén periférico e inferior distribucion; 3) Ecografia
pulmonar: lineas pleurales engrosadas, lineas B
(multifocales, discretas o confluentes), patrones de
consolidacién con o sin broncogramas aéreos.

C. Una persona con inicio reciente de anosmia (pérdida
del olfato) o ageusia (pérdida del gusto) en ausencia de
cualquier otra causa identificada.

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

Caso COVID-19 confirmado:

Una persona con confirmacién de laboratorio de
infecciéon por COVID-19, independientemente de los
signos y sintomas clinicos.

Contacto:

Un contacto es una persona que ha experimentado
cualquiera de las siguientes exposiciones durante los
2 dfas anteriores y los 14 dias posteriores al inicio de
los sintomas de un caso probable o confirmado: 1)
contacto cara a cara con un caso probable o confirmado
dentro de 1 metro y durante al menos 15 minutos;
2) contacto fisico directo con un caso probable o
confirmado; 3) atencidon directa a un paciente con
enfermedad COVID-19 probable o confirmada sin
utilizar el equipo de proteccion personal recomendado;
0 4) Otras situaciones indicadas por las evaluaciones de
riesgos locales (16).

Segun la OMS, esta guia “Vigilancia de Salud Publica
para COVID-19” (en inglés, Public healtg surveillance
for COVID-19), del 07 de agosto de 2020, debe
revisarse conjuntamente con la guia “Preparativos
criticos y acciones de preparacién y respuesta para
COVID-19” (en inglés, Critical preparedness, readiness
and response actions for COVID-19), la cual en su
ultima actualizacion realizada el 24 de junio de 2020,
describe los preparativos criticos, y las acciones de
preparacion y respuesta para cada uno de los escenarios
de transmision para COVID-19 definidos por la OMS,
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los cuales incluyen:
1) Sin casos: paises / territorios/areas sin casos;

2) Casos esporadicos: paises/territorios/areas con uno
0 mas casos, importados o detectados localmente;

3) Grupos de casos: paises/territorios/dreas que
experimentan casos, agrupados en tiempo,
ubicacion geogréfica'y / o exposicién comin; y

4) Transmision comunitaria: paises/territorios / dreas
que experimentan brotes mas grandes de transmision
local, definida mediante una evaluacion de factores
que incluyen, entre otros: a) Gran ndimero de
casos no vinculables a cadenas de transmisién; b)
Gran numero de casos de vigilancia de laboratorio
centinela o aumento de pruebas positivas a través de
muestras centinela (andlisis sistematico de rutina de
muestras respiratorias de laboratorios establecidos);
c) Multiples grupos de casos no relacionados en
varias dreas del pais/territorio/area (17).

De acuerdo con esta orientacion sobre “Preparativos
criticos y acciones de preparaciéon y respuesta
para COVID-19”, es requerido someter a pruebas
moleculares para la deteccion del virus causante de
COVID-19, a todos los pacientes que califiquen para
la definicion de “Caso sospechoso’, en cualquiera de
los escenarios de transmision (17). Adicionalmente, en
la guia “Consideraciones en la investigaciéon de casos
y grupos de COVID-19” (en inglés, Considerations in
the investigations of cases and clusters of COVID-19),
también publicada en su ultima version el 02 de abril
de 2020 por la OMS; se indica que: “...es necesario
realizar pruebas moleculares para la deteccién del
virus causante de COVID-19; a los “Contactos”
si experimentan sintomas; y a las personas en
“Cuarentena” independientemente si desarrollan
sintomas, asi como a los “Casos confirmados”, a final
de la cuarentena y/o a partir del dia 14 luego del
inicio de los sintomas. Para los casos confirmados por
laboratorio, 2 muestras negativas con al menos 1 dia de
diferencia, tomadas a partir del dia 14 luego de iniciados
los sintomas, indican recuperacion de la infeccion”
(18). Sin embargo, segtin la guia “Preparativos criticos y
acciones de preparacion y respuesta al COVID-19”: “...
cuando en el pafs, la capacidad de diagndstico a través
de pruebas moleculares de laboratorio es insuficiente,
la OMS recomienda realizar la deteccién molecular
solo a los “Casos sospechosos”, en cualquiera de los
escenarios de transmisién” (17). En consonancia con
esto, la guia “Recomendaciones estratégicas para las
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pruebas de laboratorio para COVID-19” (en inglés,
Laboratory Testing strategy recommendations for
COVID-19); publicada el 21 de marzo de 2020, indica lo
siguiente: “...dependiendo del escenario y la intensidad
de transmisién, del niimero de casos y las pruebas de
laboratorio disponibles, asi como de la capacidad de
atencioén y servicio, puede ser necesaria la priorizacién
de la indicacién y ejecucion de las pruebas moleculares
de laboratorio para COVID-19” (19).

Segtn la OMS, el aumento dramatico del nimero de
casos sospechosos y el incremento del drea geografica
donde se requiere la implementaciéon de pruebas
moleculares para la deteccion del virus de COVID-19,
ha llevado a una escasez mundial de los reactivos para
la ejecucion de estas pruebas. Sin embargo, mas alld
de los problemas de inventario y suministro, existen
importantes limitaciones en la capacidad de absorcion
de la demanda en una gran cantidad de regiones,
principalmente en paises de bajos y medianos ingresos.
Como parte del “Plan estratégico de preparacion y
respuesta frente al COVID-19” (en inglés, COVID-19
Strategic Preparedness and Response Plan); publicado
el 03 de febrero de 2020, la OMS desarrolld
recomendaciones estratégicas para las pruebas de
laboratorio, las cuales incluyen: 1) Todos los paises
deben aumentar y optimizar su nivel de respuesta
para identificar, gestionar y atender nuevos casos de
COVID-19; donde las pruebas de laboratorio son una
parte integral de esta estrategia; 2) Los paises deben
prepararse y responder a diferentes escenarios de salud
publica (sin casos, casos esporadicos, agrupaciones de
casos o transmision comunitaria), entendiendo que se
pueden experimentar uno o mas de estos escenarios a
nivel nacional; que deben ajustar y adaptar su enfoque
al contexto local y prepararse para posibles fases
posteriores; reconociendo que no existe un enfoque
unico para la gestién de casos y brotes de COVID-19;
y 3) Cada pais debe evaluar su riesgo y rapidamente
implementar medidas necesarias en el momento
apropiado para incrementar la capacidad de atencion
médica y de realizacion de pruebas, a fin de reducir la
transmisiéon del COVID-19 y el impacto en la salud
publica, en lo econémico y social (20).

Las buenas practicas del laboratorio que producen
resultados veraces y precisos, benefician y son claves
parala respuesta de la salud publica frente a la pandemia
por COVID-19. Sin embargo, la disponibilidad de
resultados veraces, precisos y oportunos puede verse
amenazada cuando la necesidad de pruebas exige una
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capacidad superior a la disponible, como por ejemplo
cuando: 1) Existe acumulacion de pruebas y ya no es
posible reportar resultados dentro de las 24 a 48 horas
luego de tomadas las muestras; 2) La demanda de
reactivos del laboratorio es superior a la capacidad de
suministro; 3) El personal del laboratorio esta agotado
y requiere de la reduccién de horas laborales; 4) El
numero de muestras entrantes excede la capacidad
de almacenamiento seguro previo a la prueba; 5) El
personal critico se infecta y enferma o por otra razén
es incapaz de realizar sus laborares (por ejemplo,
que se encuentre en cuarentena); 6) Los equipos e
instrumentos de laboratorio no pueden ser reparados
o mantenidos adecuadamente” En estas situaciones, la
OMS recomienda de acuerdo a los cuatro escenarios de
transmision:

1) Sin casos: realizar pruebas moleculares a todos los
“Casos sospechosos”. Es importante enfatizar que el
hecho de no tener casos confirmados por laboratorio
no implica que un pais esté libre de COVID-19;
por el contrario, puede ser un signo de insuficiente
vigilancia y realizacion de pruebas. Por ello, la OMS
alienta a todos los paises a evaluar criticamente las
estrategias de vigilancia y la realizacion de pruebas.
Una evaluacién de las posibles dreas y poblaciones
de riesgo (por ejemplo, relacionadas con viajes a
paises de alto riesgo), puede requerir una estrategia
mas intensa de realizacion de pruebas. Los médicos
también pueden estar alerta y solicitar pruebas
moleculares a pacientes con presentacion clinica
inesperada o cuando haya un incremento en los
ingresos hospitalarios en un grupo demografico
especifico;

2) Con casos esporadicos: realizar pruebas moleculares
a todos los “Casos sospechosos” Se recomienda
que la deteccién del primer caso confirmado sea
verificado por un laboratorio de referencia de la
OMS, para la deteccion molecular del virus causante
de COVID-19 (19). De acuerdo con la OMS, en
la Region de las Américas, los dos laboratorios
de Referencia disponibles son, el Laboratorio de
Diagndstico de Virus Respiratorios del Centro para
el Control y prevencién de Enfermedades de los
Estados Unidos de América (ubicado en Atlanta,
EE. UU); y el Laboratorio de Virus Respiratorios
y Sarampion de la de la Fundacién Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ) de Brasil (ubicado en Rio de Janeiro,
Brasil) (4). Adicionalmente, cada caso esporadico
confirmado requiere de la busqueda activa de casos
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de contacto y la implementacion de aislamientos y
cuidados médicos cuando sea necesario;

3) Grupos de casos: realizar pruebas moleculares a
todos los “Casos sospechosos” En presencia de
grupos de casos debe intensificarse la vigilancia
y la investigaciéon de casos y grupos, al mismo
tiempo que deben adoptarse planes para mejorar la
capacidad de pruebas a nivel nacional, anticipando
las posibles restricciones de pruebas que sean
necesarias, y considerando su priorizacion, a fin
de asegurar el mayor impacto de la salud publica,
al reducir la transmision de la infeccién utilizando
eficientemente los recursos disponibles; y

4) Transmisiéon comunitaria: en los paises que
experimentan brotes con transmisién local, y
donde la capacidad de la realizacion de pruebas
no puede satisfacer las necesidades; la indicacion
y ejecucién de pruebas debe racionalizarse (19),
dando prioridad ala confirmacién y proteccién a los
siguientes pacientes: 1) Personas que corren el riesgo
de desarrollar enfermedades graves y poblaciones
vulnerables, que requeriran hospitalizacién vy
atencion avanzada para COVID-19; 2) Trabajadores
de salud (incluidos servicios de emergencia y
personal no clinico), independientemente de si
son un contacto de un caso confirmado (para
proteger a los trabajadores de salud y reducir el
riesgo de transmision nosocomial); 3) Los primeros
individuos sintomaticos en un entorno cerrado
(por ejemplo, escuelas, carceles, hospitales, etc.)
o entornos fragiles (por ejemplo operaciones
humanitarias, campamentos de refugiados/
migrantes y entornos fuera de campamentos), para
identificar rapidamente brotes y garantizar medidas
de contencién. Todos los demas individuos con
sintomas relacionados que no se encuentren dentro
de estas tres categorias, pueden considerarse como
“Casos probables”, y deben ser aislados para reducir
la propagacién de la infeccién, sin la realizacion de
pruebas adicionales, cuando la capacidad de prueba
es limitada en el pais (18,19).

Pruebas moleculares

De acuerdo con la guia “Pruebas de laboratorio para
el nuevo Coronavirus de 2019 (2019-nCoV), en casos
sospechosos de infeccién en humanos”; publicada por
la OMS el 17 de enero de 2020; la confirmacion de
los casos COVID-19 debe realizarse en el laboratorio

Deteccién del SARS-CoV-2 y diagndéstico de COVID-19:
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a través de métodos moleculares, especificamente
mediante deteccidn de secuencias tnicas del ARN viral
por Técnicas de Amplificacién de Acidos Nucleicos
(en inglés, Nucleic Acid Amplification Techniques,
NAAT), como la Reaccién en Cadena de la Polimerasa
de Transcripcién Reversa en Tiempo Real (en inglés,
Real Time-Reverse Transcription Polymerase Chain
Reaction, rRT-PCR) (3).

En el mercado existe diversos ensayos para el
diagnéstico molecular de COVID-19, mediante técnica
de amplificacion de acidos nucleicos; los cuales en
su mayoria emplean rRT-PCR (para detectar genes
especificos del SARS-CoV-2 y/o compartidos por otros
coronavirus causantes de SARS; como los genes Orflb,
Orflab, E, N, S y RdRP); y que han sido sugeridos
para su uso, mas no validados por la OMS hasta los
momentos. Entre estos protocolos se encuentran el
del Instituto de Virologia Charité de la Universidad
de Berlin, Alemania, del 17 de enero de 2020 (en
inglés, Charité Institute of Virology of the University
of Berlin, Germany); de la Facultad de Medicina de
la Universidad de Hong Kong, China del 23 de enero
de 2020 (en inglés, Hong Kong University Faculty of
Medicine); los del Centro para el Control y Prevencién
de Enfermedades Infecciosasde China del 24 de enero
de 2020 (en inglés, Chinese of Center for Disease Control

Tabla 1. Resumen de los protocolos disponibles
para la deteccion molecular de COVID-19,
sugeridos por la OMS al inicio del brote infeccioso.

Institutos Tarjeta de genes
CDC, China ORFlab and N
Pasteur, Francia 2 tarjetas en RARP
CDC, USA 3 tarjetas en gen N

NIID, Japén Pancorona and multiple tarjetas,

proteina espiga

Charité, Alemania RdARP, E, N

HKU, Hong Kong,
China

ORFlb-nspl4, N

NIH, Tailandia N

Fuente: WHO. Molecular assays to diagnose COVID-19. In-house
developed molecular assays. WHO [Internet] 02 march 2020 [Ci-
tado 11 de marzo de 2020] Disponible en: https://wwwwho.int/
emergencies/diseases/novel-coronavirus-2019/technical-guidance/
laboratory-guidance
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and Prevention); del Departamento de Virologia III
del Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas
de Japdn, del 24 de enero de 2020 (en inglés, Virology
Department III, National Institute of Infectious Diseases
of Japan); del Departamento de Ciencias Médicas
del Instituto Nacional de Salud de Tailandia, del 28
de enero de 2020 (en inglés, Department of Medical
Sciences of the National Institute of Health of Thailand);
Centro para el Control y Prevencién de Enfermedades
de los Estados Unidos de América, del 28 de enero de
2020 (en inglés, US of Center for Disease Control and
Prevention) e Instituto Pasteur de Francia, del 02 de
marzo de 2020 (en inglés, Institut Pasteur of France) (4,
21).

Todos los protocolos de trabajo de estas pruebas
moleculares sugeridos por la OMS para la confirmacién
de casos COVID-19, se pueden encontrar en la
pagina de la OMS, en el espacio referido a “Ensayos
Moleculares para diagndstico COVID-19” (en
inglés, Molecular assays to diagnose COVID-19),
ubicado en el apartado de Paises y Guias Técnicas-
Enfermedad Coronavirus (COVID-19): Laboratorios
Nacionales (en inglés, Country & Technical Guidance
- Coronavirus disease (COVID-19): National
Laboratories); disponibles en: https://wwwwho.int/
docs/defaultsource/coronaviruse/whoinhouseassays.
pdf?sfvrsn=de3a76aa_2 (21).

Al inicio del brote, entre el 17 y 31 de enero de 2020,
gracias al esfuerzo de los Estados Miembros de la OMS,
los laboratorios nacionales con capacidad para realizar
pruebas moleculares, incluido el Centro Nacional de
Influenza (en inglés, National Influenza Center), de al
menos 120 paises (incluyendo al Instituto de Higiene
“Rafael Rangel” de Caracas, Venezuela), empezaron a
recibir el protocolo de trabajo, capacitacién y dotacién
de reactivos especificos (cebadores, sondas y controles
positivos); para el uso e implementacién del primer
protocolo puesto a disposicion por la OMS, publicado
el 17 de enero de 2020, por el Instituto de Virologia
Charité de la Universidad de Berlin, Alemania (4,22).
El protocolo se basa en la deteccion de dos marcadores
en el genoma del virus; el gen E (compartido por todos
los betacoronavirus), utilizado como tamizaje, seguido
de la confirmacién de los positivos al gen E a través
de la deteccién del gen RARP (especifico del SARS-
CoV-2), utilizando las sondas P1 y/o P2. El ensayo E
es especifico para todos los virus relacionados con el
SARS-CoV, mientras que el ensayo RARP con la sonda
P2 solo detecta el virus COVID-19 (4). Este ensayo
fue evaluado, pero ain no ha sido validado por la
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OMS. Adicionalmente a estos métodos sugeridos por
la OMS, otros ensayos moleculares estan disponibles y
se pueden realizar en plataformas o sistemas abiertos
(“manuales”) o cerrados; los cuales han sido aprobados
por autoridades reguladoras nacionales, y en particular
aquellas consideradas por la OMS como “Autoridad
Reguladora Estricta” (en inglés, Stringent Regulatory
Authority), para su precalificacion acelerada como
pruebas de diagndstico in vitro para COVID-19 (4).
Los protocolos de algunas de estas pruebas se pueden
encontrar en la pagina de la OMS, en el espacio referido
a “Ensayos Moleculares para diagndstico COVID-19”
(en inglés, Molecular assays to diagnose COVID-19),
ubicado en el apartado de Paises y Guias Técnicas-
Enfermedad Coronavirus (COVID-19): Laboratorios
Nacionales (en inglés, Country & Technical Guidance
- Coronavirus  disease ~(COVID-19):  National
Laboratories); disponible en:https://www.finddx.org/
COVID-19/pipeline/ (23).

Asi mismo, el 28 de enero de 2020, la OMS invité a
los fabricantes de pruebas de diagndstico in vitro, para
la detecciéon de dcidos nucleicos del SARS-CoV-2, a
presentar sus solicitudes a fin de someter sus productos
a revision por parte de la OMS; a través de un
mecanismo de evaluaciéon de emergencia, a fin de ser
incluidos en la Lista de Uso de Emergencia (en inglés,
Emergency Use Listing), de la OMS; y asi, acelerar la
disponibilidad de pruebas diagndsticas necesarias
en esta situacion de emergencia de salud publica. El
objetivo de esto es ayudar a las agencias de compras, y a
los paises, a manejarse con respecto a la gran cantidad
de dispositivos diferentes disponibles en el mercado,
que al ser evaluados y enlistado por la OMS, se facilitay
garantiza la escogencia de pruebas con elevada calidad
y alto rendimiento (24).

El 03 y 07 de abril de 2020 respectivamente, la OMS
enlisté las dos primeras pruebas de diagndstico para
uso de emergencia durante la pandemia de COVID-19.
Se considera que esta medida incrementa el acceso a
pruebas con niveles de veracidad y precisién 6ptimas
y garantizadas para el diagnéstico de la enfermedad;
y significa que ahora estas dos pruebas pueden ser
suministradas por las Naciones Unidas y otras agencias
de adquisiciones que apoyan la respuesta frente al
COVID-19. Estas pruebas de diagnédstico in vitro son la
prueba “Cobas SARS-CoV-2 Qualitative assay”, para su
uso en los sistemas Cobas® 6800/8800 de Roche (Estados
Unidos de América), el cual es un ensayo cualitativo
para sistema cerrado en laboratorios con capacidad de
pruebas amplia, y la prueba “Genesig Real-Time PCR
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Coronavirus (COVID-19)” de Primer design (Reino
Unido), la cual es una prueba para sistema abierto,
adecuada para laboratorios con capacidad de pruebas
moderada (25,26).

Hasta la fecha, la OMS ha incluido en la Lista de Uso de
Emergencia, 20 pruebas para el diagndstico molecular
del SARS-CoV-2, mediante rTR-PCR (Tabla 2) (27).

Deteccién del SARS-CoV-2 y diagndéstico de COVID-19:
A mds de 6 meses de la declaracién de la pandemia

De acuerdo con la guia “Pruebas de laboratorio para
enfermedad de coronavirus (COVID-19), en casos
sospechosos humanos” (en inglés, Laboratory testing
for coronavirus disease (COVID-19) in suspected
human cases); publicada el 19 de marzo de 2020, la
confirmacion de casos COVID-19 mediante técnicas
de amplificaciéon de 4acidos nucleicos en dreas sin

Tabla 2. Pruebas moleculares para la deteccion del SARS-COV-2 incluidas en la Lista de Uso de Emergencia de la
OMS (actualizada por la OMS por ultima vez el 02 de Octubre de 2020.

Fecha de listado Nombre del producto

Manufacturador

03/04/2020 Cobas SARS-CoV-2 Qualitative assay for use on the cobas 6800/8800 Roche Molecular Systems, Inc.
Systems
07/04/2020 Primerdesign Ltd COVID-19 genesig Real-Time PCR assay Primerdesign Ltd
09/04/2020 Abbott Realtime SARS-CoV-2 Abbott Molecular Inc
24/04/2020 PerkinElmer SARS-CoV-2 Real-time RT-PCR Assay PerkinElmer Inc.
07/05/2020 Real-time fluorescent RT-PCR kit for detecting 2019-nCoV BGI Europe A/S
14/05/2020 Detection Kit for 2019 Novel Coronavirus (2019-nCoV) RNA (PCRFluo-  Da An Gene Co., Ltd. Of Sun Yat-sen Uni-
rescence Probing) versity
19/05/2020 Multiple Real-Time PCR Kit for Detection of 2019-nCoV Beijing Applied Biological Technologies Co.
Ltd.
21/05/2020 FTD SARS-CoV-2 (FTD-114-32) Fast Track Diagnostics Luxembourg S.a r.]
22/05/2020 Novel Coronavirus (SARS-CoV-2) Real Time Multiplex RT-PCR Kit Shanghai ZJ Bio-Tech Co., Ltd
08/06/2020 Diagnostic kit for SARS-CoV-2 Nucleic acid (Real-time PCR) Shanghai Kehua Bio-engineering Co., Ltd.
11/06/2020 Novel Coronavirus 2019-nCoV Nucleic Acid Detection Kit (Real Time Shanghai GeneoDx Biotechnology Co., Ltd.
PCR)
15/06/2020 COVID-19 Real-Time PCR Kit Chaozhaou Hybribio Biochemistry Ltd.
23/06/2020 Xpert Xpress SARS-CoV-2 Cepheid AB
06/07/2020 Simplexa COVID-19 Direct and Simplexa COVID-19 Positive control DiaSorin
Pack
09/07/2020 COVID-19 Coronavirus Real Time PCR Kit Jiangsu Bioperfectus Technologies Co.,Ltd
14/08/2020 Wantai SARS-CoV-2 RT-PCR Beijing Wantai Biological Pharmacy Enter-
prise Co.
14/08/2020 TagPath COVID 19 CE IVD RT PCR Kit Thermo Fisher Scientific;
28/08/2020 SARS-CoV-2 Virus Detection Diagnostic Kit (RT-qPCR Method) Ningbo Health Gene Technologies Co., Ltd.
02/09/2020 Novel Coronavirus (2019-nCoV) RT-PCR Detection Kit Shanghai Fosun Long March Medical Scien-
ce Co., Ltd.
15/09/2020 SARS-CoV-2 Nucleic acid detection kit based on Real-Time PCR platform  Tellgen Corporation

Fuente: WHO Emergency Use Listing for In vitro diagnostics (IVDs) Detecting SARS-CoV-2. WHO [Internet] 02 october 2020 [Citado 12 de
octubre de 2020] Disponible en: https:// www.who.int/diagnostics_laboratory/ 201002_ eul_sars_cov2_product_list.pdf?ua=1
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circulacién conocida del virus de COVID-19, debe
cumplir con las siguientes condiciones:

1) Es requerido un resultado positivo para al menos
dos diferentes objetivos gendmicos, de los cuales
como minimo uno de los objetivos es especifico
para el SARS-CoV-2 causante del COVID-19. Como
en los actuales momentos ningiin otro coronavirus
similar al SARS circulan en el poblacién humana se
puede debatir si debe ser especifico de SARS-CoV-2
o similar al SARS;

2) Es valido un resultado positivo para la presencia
de betacoronavirus, mds la identificacion del virus
de la COVID-19 por secuenciacion parcial o total
del genoma, siempre que el objetivo de la secuencia
sea mayor o diferente del amplicon sondeado en el
ensayo de técnica de amplificacion de dcido nucleico
utilizado;

3) Cuando hay resultados discordantes, el paciente
debe ser remuestreado, y si corresponde, debe
obtenerse una secuenciacion del virus del espécimen
original o de un amplicén generado a partir de un
ensayo de técnica de amplificacion de acido nucleico
apropiado, diferente del ensayo inicialmente
utilizado, para proporcionar un resultado confiable;

y

4) Se insta a los laboratorios a buscar la confirmacién
de cualquier resultados inesperado en un laboratorio
de referencia internacional de la OMS (28).

Asimismo,deacuerdoconlaguia“Pruebasdelaboratorio
para enfermedad de coronavirus (COVID-19), en casos
sospechosos humanos” (en inglés, Laboratory testing for
coronavirus disease (COVID-19) in suspected human
cases); la confirmacién de casos COVID-19 mediante
técnicas de amplificacion de dcidos nucleicos en dreas
con circulacidén establecida del virus de COVID-19,
debe cumplir con los siguientes criterios:

1) Se puede adoptar un algoritmo en el que, por
ejemplo, el cribado por rRT-PCR de un solo
objetivo discriminatorio se considera suficiente (28).
Aunque la recomendacién para la confirmacién de
casos en el laboratorio es detectar dos marcadores
genéticos diferentes en el genoma (por ejemplo,
el gen E seguido por gen RARP, como se describe
en el protocolo Charité), una vez que se establece
y se extiende la circulacién del virus COVID-19 en
un area/pais, ya no es necesario ejecutar la rTR-
PCR para ambos genes. Por lo tanto, se puede
implementar la confirmacién mediante la deteccion
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de un solo marcador genético, si las curvas y otros
parametros de aseguramiento de la calidad son
6ptimos. Se pueden usar los genes E o RARP para
el diagndstico; sin embargo, la PCR del gen E ha
demostrado una sensibilidad ligeramente mayor,
por lo que se recomienda priorizar el gen E como el
marcador seleccionado (4); y

Uno o mas resultados negativos no descartan la
posibilidad de infeccién por el virus COVID-19, ya
que varios factores podrian conducir a un resultado
negativo en una persona infectada, entre los cuales
se encuentra (28):

a) Mala calidad de la muestra, debido a que
contiene poco material biolégico del paciente.
En estos casos como control, se debe considerar
determinar si hay una cantidad adecuada de ADN
humano en la muestra mediante la inclusién de
un objetivo humano en la prueba de PCR (29).
De acuerdo con la guia “Pruebas diagndsticas
para SARS-CoV-2” (en inglés, Testing diagnostic
for SARS-CoV-2), publicada por la OMS en su
ultima version el 11 de septiembre de 2020; el
SARS-CoV-2 se puede detectar en una amplia
gama de fluidos y compartimentos corporales,
pero se detecta con mayor frecuencia en
material respiratorio y, por lo tanto, las muestras
respiratorias siguen siendo el tipo de muestra
de eleccién para la deteccion del SARS-CoV-2.
Se ha demostrado que la prueba de hisopado
nasofaringeo y orofaringeo combinados de
un individuo aumenta la sensibilidad para la
detecciéon de virus respiratorios y mejora la
fiabilidad del resultado, por ello, se recomienda
combinar dos hisopos individuales en un tubo
de recoleccion o tomar un hisopo combinado
nasofaringeo y orofaringeo para mejorar la
confiabilidad del resultado. Algunos estudios
han encontrado que los hisopos nasofaringeos
individuales dan un resultado mas confiable
que los hisopos orofaringeos. Hay casos
especificos en los que la recolecciéon de muestras
respiratorias del tracto superior mediante
hisopado nasofaringeo u orofaringeo, puede
ser problematica especialmente cuando se trata
de personas mayores con demencia o nifos
pequeiios, en que los fluidos orales podrian ser
potencialmente una muestra adecuada. En este
sentido, los fluidos orales se ha propuesto como
alternativa, especialmente porque se pueden
tomar facilmente sin procedimientos invasivos
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b)

o incémodos, y minimizando la exposicion
potencial del trabajador de la salud. Los
métodos de recoleccion de fluidos orales varian
ampliamente, desde liquidos/saliva orofaringeos
posteriores, recolectados al escupir o babear, o
recoleccion de liquido oral con pipeta o esponjas
especiales; u hacer gargaras con soluciones
salinas es otra alternativa que se ha estudiado. La
sensibilidad de estas muestras tiene un amplio
rango de rendimiento en comparacién con el
muestreo naso y/o orofaringeo, debido a la gran
variedad de métodos de recoleccién y pasos de
procesamiento, por ello, los laboratorios deben
recolectar sus propios datos de desempefio
vinculados al método local de recoleccion y en
la poblacién relevante para la prueba. En este
momento, la OMS no recomienda el uso de saliva
como Unico tipo de muestra para diagndsticos
clinicos de rutina (29);

La muestra se recogié tarde o muy temprano
en la infeccion (28); es decir, se recolecté de
un compartimiento que para ese momento
no tenfa cantidades suficientes de virus, por
ejemplo, muestras del tracto respiratorio inferior
(aspirado endotraqueal, lavado broncoalveolar
o esputo), en fase muy temprana o muestras
del tracto respiratorio superior (hisopado
nasofarigeo u orofaringeo), en fase muy tardia
durante la infeccién (29). De acuerdo con la
guia “Pruebas diagndsticas para SARS-CoV-2”
(en inglés, Testing diagnostic for SARS-CoV-2),
publicada por la OMS en su ultima version
el 11 de septiembre de 2020, en relacion al
compartimiento y la fase de la infeccién en la
cual se realiza la recoleccién de la muestra, es
importante tener en cuenta, que la muestra
6ptima depende de la presentacion clinica y el
tiempo transcurrido desde la aparicién de los
sintomas. La concentracién de SARS-CoV-2 en
el tracto respiratorio superior es mas alta en el
momento de la aparicion delos sintomas, después
de lo cual disminuye gradualmente, por ende,
las muestras de las vias respiratorias superiores
son adecuadas para analizar infecciones en etapa
temprana, especialmente en casos asintomaticos
o leves. Adicionalmente, la presencia de ARN
viral en el tracto respiratorio inferior aumenta
durante la segunda semana de enfermedad.
En algunos pacientes, el ARN viral puede ser
detectable solo durante varios dias, mientras
que en otros pacientes puede detectarse durante
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varias semanas, posiblemente meses, por lo que
se recomiendan muestras de las vias respiratorias
inferiores si se recolectan mds adelante en el
curso de la enfermedad COVID-19, como el
esputo (producido espontineamente), y/o
aspirado endotraqueal o lavado broncoalveolar,
en pacientes con enfermedad respiratoria mads
grave, cuando la prueba de muestra del tracto
respiratorio superior se obtuvo negativa, y existe
una fuerte sospecha de clinica de COVID-19.
Si se obtiene un resultado negativo cuando solo
se recolectaron muestras del tracto respiratorio
superior, se recomienda la recolecciéon de
otras muestras adicionales, tanto de las vias
respiratorias superiores como inferiores, para
ser analizadas a fin de investigar el SARS-CoV-2
(29);

La muestra fue manipulada, transportada
y/o almacenada inapropiadamente (4). De
acuerdo con la guia “Pruebas diagnésticas para
SARS-CoV-2” (en inglés, Testing diagnostic
for SARS-CoV-2), publicada por la OMS en su
ultima version el 11 de septiembre de 2020,
en relacion a la recoleccién, transporte y/o
almacenamiento de la muestra, en general, para
la recoleccién de muestras de tracto respiratorio
superior (nasofarigeos y orofaringeos), se deben
usar hisopos flocados hechos con materiales
sintéticos (incluyendo nylon, Dacron o poliéster,
evitando de algodén), y como contenedor
tubos con medios de transporte para virus (con
suplementos antimicéticos y antimicrobianos),
o en su defecto (en el caso de que estos no se
encuentre disponible), se podrian usar solucién
salina estéril o solucion estabilizadora de acidos
nucleicos. Por su parte, las muestras respiratorias
provenientes aspirado endotraqueal o lavado
brocoalveolar,asicomoesputo,debenrecolectarse
en contenedores estériles. Las muestras
respiratorias para la deteccion del SARS-CoV-2
deben llegar al laboratorio tan rapido como sea
posible luego de su recoleccién. Conservarse
entre 2-8 °C, y enviarse al laboratorio donde se
procesaran dentro de las 24-72 horas luego de la
toma. Si no se pueden enviar las muestras dentro
de este periodo, se recomienda conservarlas a
-70 °C (o menos) hasta que se envien (asegurando
que se mantenga la cadena de frio). En el caso
del hisopado nasofaringeo y orofaringeo, las
muestras pueden conservarse entre 2y 8°C por 5
dfas o menos. Luego de 5 dias, deben conservarse
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en hielo seco a -70°C. Debe tenerse en cuenta,
que si los hisopos se colocaron en solucién salina
estéril en lugar de medio de transporte viral, el
envio debe ser expedito. Por su parte, las muestras
de aspirado endotraqueal, lavado brocoalveolar
y el esputo, se pueden conservar entre
2-8 °C hasta por 2 dfas o menos. Luego de 2 dias,
deben conservarse en hielo seco a -70 °C (29). Es
importante destacar, que de acuerdo con la “Guia
de bioseguridad del laboratorio relacionada a
enfermedad por coronavirus (COVID-19) (en
inglés, Laboratory biosafety guidance related to
coronavirus disease 2019 (COVID-19), publicada
en su ultima version el 13 de mayo de 2020, las
muestras de pacientes de casos sospechosos o
confirmados de COVID-19 deben transportarse
como UN3373 “Sustancia bioldgica, Categoria
B”, cuando se transportan con fines diagndstico
y/o investigativos (30); como lo indica la “Guia
sobre la reglamentacion relativa al transporte de
sustancias infecciosas 2019-2020”, publicada por
la OMS el 01 de enero de 2019 (31). De acuerdo
con la “Guia sobre la reglamentacién relativa al
transporte de sustancias infecciosas 2019-2020%
publicada por la OMS el 01 de enero de 2019;
con fines de transporte, las sustancias infecciosas
son materiales o productos que contienen,
o se prevé razonablemente que contengan,
agentes bioldgicos que causan enfermedades
en seres humanos o animales (es decir, agentes
patdgenos); entre los cuales se pueden incluir los
cultivos, las muestras de pacientes, los productos
bioldgicos, los desechos médicos o clinicos, los
dispositivos o equipos médicos y otras. Una
sustancia infecciosa se clasifica en la categoria
A, cuando se transporta en una forma que, en
el caso de exposicion a ella, podria causar una
discapacidad permanente o una enfermedad
mortal o potencialmente mortal en seres
humanos o animales sanos. En otras palabras,
si la sustancia sale de la embarcaciéon que la
transporta o del embalaje/envase protector
utilizado durante el transporte, podria tener
graves consecuencias para la salud de cualquier
ser humano o animal que haya estado en contacto
con ella. En acuerdo a la “Reglamentacién
Modelo de las Naciones Unidas”, las sustancias
infecciosas categoria A que pueden causar
enfermedades en los seres humanos, o tanto en
los seres humanos como en los animales, se les
asigna el N° UN 2814, asi como, la designacién
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oficial de transporte de “sustancia infecciosa que
afecta a los seres humanos” (en inglés, “Infectious
substance affecting humans”). Por su parte, una
sustancia infecciosa se clasifica en la categoria B,
cuando contienen agentes biolégicos capaces de
causar infeccidn en seres humanos o animales,
pero que no cumplen los criterios de la categoria
A; es decir, las consecuencias de una infeccién
no se consideran gravemente discapacitantes o
potencialmente mortales. La designacion oficial
de transporte que corresponde al N° UN 3373
para la mayoria de los envios de sustancias
infecciosas de categoria B, es “Sustancia bioldgica,
de categoria B” (en inglés, “Biological substance,
Category B”) (31). La “Reglamentacién Modelo
de las Naciones Unidas”, asi como otros acuerdos
modales, proporciona la hoja de informacién
P650 que describe los requisitos detallados de
embalaje/envasado paralas sustancias infecciosas
de categoria B asignadas con el N° UN 3373. De
acuerdo con esta hoja de informacion, cualquier
sistema de embalaje/envasado triple utilizado
para contener una sustancia infecciosa de
categoria B asignadas con el N° UN 3373, debe
constar de tres capas: 1) Un recipiente primario,
el cual contiene la sustancia infecciosa, debe
ser hermético e impermeable a la sustancia que
contiene; es decir, debera ser a prueba de fugas si
la sustancia es liquida, o a prueba de derrame si
la sustancia es un sélido. Debe estar debidamente
etiquetado en cuanto a su contenido, y no debe
perforarse, romperse, debilitarse o verse afectado
al entrar en contacto con la sustancia infecciosa.
Si la sustancia infecciosa estd en forma liquida
o semiliquida, el recipiente primario debe estar
envuelto en el suficiente material absorbente en
caso de rotura o fuga, para absorber el material
fugado o derramado; 2) Un segundo embalaje/
envase hermético e impermeable o a prueba de
derrames para encerrar y proteger el recipiente
primario. Podran colocarse varios recipientes
primarios en un solo embalaje/envase
secundario, siempre que contengan sustancias
infecciosas de la misma clase. Si el recipiente
primario es fragil, cada uno de estos debe
envolverse y colocarse en el embalaje/envase
secundario de forma individual o de manera que
se impida el contacto entre si. Puede ser necesario
un material de amortiguacién para asegurar
los recipientes primarios dentro del embalaje/
envase secundario; y 3) Una tercera capa exterior
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de embalaje/envasado (capa protectora), que
se utiliza para proteger el embalaje/envase
secundario de dafos fisicos durante el transporte.
Esta capa debe tener una resistencia adecuada
al peso, tamafio y composicion de los paquetes
interiores, a fin de garantizar la proteccion de
los mismos. La dimensién exterior minima
debe ser de al menos 100 mm. Los formularios
de datos de espécimen, cartas, documentacion
suplementaria y otros tipos de informaciéon que
identifiquen o describan la sustancia infecciosa
deben colocarse entre el embalaje/envase
secundario y las capas externas del embalaje/
envasado. Si es necesario, estos documentos se
pueden pegar con cinta adhesiva en el embalaje/
envase secundario (31);

d) Extraccién de muestra deficiente/fallida. En estos

casos, se puede usar un control de extraccion
o la deteccion de un constitutivo como se
mencioné anteriormente) (4). De acuerdo con
la guia “Pruebas diagndsticas para SARS-CoV-2”
(en inglés, Testing diagnostic for SARS-CoV-2),
publicada por la OMS en su tltima version el 11
de septiembre de 2020, la mayoria de los flujos de
trabajo de diagndstico molecular convencionales
requieren la extracciéon de ARN de la muestra
antes de realizar una prueba de rRT-PCR. El
ARN se puede extraer de las muestras utilizando
cualquier protocolo estandar o Kits de extraccion.
Sin embargo, existe una escasez mundial de kits
de extraccion comerciales debido a la pandemia
de COVID-19. La rRT-PCR directa a partir
de hisopos nasofaringeos puede proporcionar
una alternativa temporal o de emergencia a la
extraccion de ARN, pero las limitaciones del
volumen de entrada, asi como un mayor riesgo
de degradacion del ARN e inhibicién de la PCR,
pueden provocar una pérdida de sensibilidad del
ensayo, y por ende falsos negativos. Asi mismo,
el tratamiento térmico antes del procesamiento
de la muestra puede afectar la calidad del ARN
al igual que otros factores como la adicién de
detergentes, medios de transporte, el volumen
de la muestra utilizada y la enzima polimerasa
utilizada. Por ende, los laboratorios que
consideren métodos alternativos que eludan la
necesidad de extraccion de ARN deben validar
sus protocolos a fondo y realizar una evaluacién
que sopese los beneficios y riesgos, antes de
integrar dichos protocolos en un flujo de trabajo
de diagnéstico que puedan afectar el rendimiento
de la prueba (29);
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e) Otras razones técnicas inherentes a la prueba,

por ejemplo, mutacién del virus o inhibicién
del PCR. Al igual que con cualquier ensayo de
deteccion molecular, las mutaciones del virus
en las regiones a las que se dirigen los ensayos
pueden afectarlasensibilidad dela deteccion (28).
De acuerdo con la guia “Pruebas diagnésticas
para SARS-CoV-2” (en inglés, Testing diagnostic
for SARS-CoV-2), publicada en su dltima versién
el 11 de septiembre de 2020, en relacién a la
disminucién del rendimiento del ensayo debido
a las mutaciones del SARS-CoV-2, indica que
cuando se usa un ensayo de un solo objetivo
genético para la detecciéon del SARS-CoV-2, se
recomienda tener una estrategia para monitorear
mutaciones en las regiones de cebador/sonda
que puedan afectar el rendimiento. A medida que
el SARS-CoV-2 continta adquiriendo cambios
genéticos a lo largo del tiempo, los desajustes
entre los cebadores y/ o sondas y los sitios de
unién correspondientes dentro de los genomas
del SARS-CoV-2 pueden reducir la sensibilidad
de la prueba. Por ello, siempre que sea posible, es
necesario controlar la existencia de discrepancias
entre el cebador y la sonda debido a mutaciones
del SARS-CoV-2y evaluar su impacto. Al analizar
de forma rutinaria todas las muestras con dos
conjuntos de cebadores/ sondas diferentes que
se dirigen a diferentes regiones gendmicas,
es posible reducir el riesgo de resultados
falsos negativos. Hoy en dfa, se encuentran
disponibles varias herramientas de monitoreo de
mutaciones relevantes, incluidas las busquedas
realizadas por GISAID (Iniciativa global para
compartir todos los datos de influenza) y otras
herramientas valiosas disponibles. Es importante
tener en cuenta que no todas las mutaciones
en las regiones de cebador/sonda dan lugar a
cambios significativos en el rendimiento. Las
predicciones in silico de la eficiencia de unién
son insuficientes para cuantificar el efecto de
un desajuste en la sensibilidad del rRT-PCR,
por lo que es esencial hacer una comparacién
experimental de la sensibilidad del ensayo para
los aislados de virus de referencia y variantes,
asi como para los ensayos comerciales, es vital
realizar un seguimiento de los posibles incidentes
de rendimiento subdptimo (29).

Segun la guia “Pruebas diagndsticas para
SARS-CoV-2” (en inglés, Testing diagnostic
for SARS-CoV-2), publicada por la OMS en su
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ultima version el 11 de septiembre de 2020, se
encuentran disponibles en el mercado diversos
ensayos de rRT-PCR realizados por sistemas
abiertos (manuales) o sistemas “cerrados” (es
decir, que los estuches o kits solo funcionan
en sistemas de los propietarios que realizan
los ensayos de manera automatizadas),
muchos de los cuales se han validado de forma
independiente. Algunos de estos sistemas tienen
la capacidad de realizar pruebas totalmente
automatizadas que integran el procesamiento de
muestras, asi como la capacidad de extraccion,
amplificacién y generacién de informes de ARN.
Dichos sistemas brindan acceso a las pruebas
en ubicaciones/locaciones con capacidad de
laboratorio limitada y un tiempo de respuesta
rapida. A fin de seleccionar el sistema para la
realizacion de ensayos de rRT-PCR, que mas se
adecue para el laboratorio, se deben tener en
cuenta diversas consideraciones, entre las que
se incluyen: 1) Calidad de fabricacién (CE-IVD,
WHO EUL, PQ, EU-FDA u otra aprobacion.
Datos de validacion independiente. Fabricacion
bajo ISO); 2) Objetivos dianas (ndmero de
dianas, especificidad para el SARS-CoV-2 u otros
Sarbecovirus); 3) Controles (para las pruebas de
NAAT manuales, se debe incluir un control de
plantilla positivo (PTC) y al menos un control de
plantilla negativo (NTC). También se recomienda
el uso de un control de extraccion y un control
interno de adecuacién de la muestra genética
humana); 4) Instrumentaciéon (;Es el ensayo
compatible con los sistemas disponibles en el
laboratorio o el pais?, Facilidad de uso y utilidad
operativa, Oportunidad de multiplexacion
con otros patégenos respiratorios, Costo de
la plataforma y mantenimiento, Facilidad de
acceso al proveedor de mantenimiento/solucion
de problemas); 5) Flujo de trabajo (;Se puede
implementar el kit en el flujo de trabajo existente
del laboratorio, mientras se asegura una
interrupcién minima en otros diagndsticos?); 6)
Facilidad deuso (complejidad del ensayo, nimero
de pasos, formacion y personal necesarios); 7)
Requisitos de almacenamiento y envio (muchos
kits requieren condiciones de cadena de frio
durante el envio y el almacenamiento, en algunas
circunstancias esto puede suponer un desafio.
Algunos Kkits contienen enzimas liofilizadas
que requieren que el kit se envie y, a veces, se
almacene en frio. Vida util: Hasta estar preparado
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para periodos de pruebas intensas que podrian
ser necesarias existencias, se necesita una vida
util mas larga para garantizar el uso adecuado de
los recursos); 8) Necesidades de capacitacion y
acceso (instrucciones de uso (IDU) disponibles,
capacitacion disponible por parte de la empresa
u otros, opciones de solucién de problemas
proporcionadas y linea de ayuda accesible en el
idiomalocal); 9) Necesidad de reactivos auxiliares
(el kit completo para muestreo/extracciéon /
amplificacion o el kit de PCR requiere reactivos
o herramientas adicionales, compatibilidad con
el método de extraccion de los laboratorios,
compatibilidad con polimerasas adquiribles si
es necesario, equipo especial necesario (por
ejemplo, panel de calibracion antes de ejecutar
la prueba) plataformas de extraccion, bloque de
calor, vortice, soporte magnético o centrifuga);y
10) Continuidad del suministro (contrato de
suministro a largo plazo, rutas de suministro
seguras si se producen bloqueos, costos de
ensayos y reactivos auxiliares) (29).

De acuerdo a la guia “Pruebas diagndsticas para
SARS-CoV-2” (en inglés, Testing diagnostic for
SARS-CoV-2), publicada por la OMS en su dltima
version el 11 de septiembre de 2020, la deteccion
molecular del SARS-CoV-2 utilizando protocolos
bien disenados y ejecutados suele ser muy veras
y especifica; por lo tanto, un resultado positivo
confirma la deteccién del virus. Sin embargo,
se alienta a los laboratorios a implementar
en cada técnica de amplificaciéon de dacidos
nucleicos controles de calidad internos (control
de plantilla positivo (PTC) y negativo (NTC),
control de extraccién y un control interno de
adecuacion de la muestra genética humana), asi
como a participar activamente en programas de
evaluacion externa de la calidad o en programas
de comparacién de resultados entre laboratorios
de un subconjunto de muestras; a fin soportar
y mantener la confiablidad de los resultados de
estas pruebas. Adicionalmente, se recomienda
a los laboratorios que ordenen sus propios
cebadores y sondas realizar prueba/validacién
de funcionalidad y contaminantes potenciales.
En lineas generales, antes de introducir un
nuevo método de prueba, un nuevo ensayo,
nuevos lotes de materiales o un nuevo personal
técnico de PCR en el laboratorio, se debe llevar a
cabo una verificacién o validacién para asegurar
que el sistema de prueba del laboratorio esta
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funcionando adecuadamente (29).

Es importante acotar que de acuerdo con la OMS,

adicionalmente a la investigacion de COVID-19,
los laboratorios moleculares de los Centros
Nacionales de Influenza y los laboratorios
nacionales de salud publica asociados al Sistema
Global de Vigilancia y Respuesta a la Influenza
(Global Influenza Surveillance and Response
System, GISRS), deben seguir investigando la
presencia de virus de influenza (4), utilizando
el algoritmo de laboratorio de influenza
recomendado por la OMS para la vigilancia
epidemioldgica global de influenza (32). Sin
embargo, debe tenerse en cuenta, que el resultado
de la prueba de rRT-PCR para el diagndstico
de COVID-19 no debe retrasarse bajo ningin
motivo a causa de retrasos en la investigacion
de la presencia de virus de influencia, segtn el
algoritmo recomendado por la OMS (29). Este
algoritmo involucra la investigacién molecular
de objetivos genéticos para virus de influencia
del género A (alphainfluenzavirus), como el
virus A (HIN1), A (HIN1) pdm09, A (H3N2),
A (N5N1), A (H7N9) y virus de influenza del
género B (betainfluenzavirus) de la familia
Orthomyxoviridae (33).

Por ultimo, es conveniente siempre que sea
factible, que los laboratorios lleven a cabo
la secuenciacién del virus en el primer caso
confirmado, asi como secuenciacién regular de un
porcentaje de muestras positivas para COVID-19,
lo cual resulta util controlar las mutaciones del
genoma viral, que pueden afectar el desempefio
de las medidas clinicas-epidemioldgicas, y de las
pruebas diagndsticas. Asi mismo, la secuenciacion
del genoma viral completo en laboratorios con
capacidad de secuenciacién de Sanger o Next
Generation, también es necesaria paralos estudios
epidemioldgicos moleculares, sobre el origen del
virus y la forma como se propaga (19,28). La
secuenciacién gendmica se puede utilizar para
investigar la dinamica del brote, incluidos los
cambios en el tamafio de una epidemia a lo largo
del tiempo, su propagaciéon espacio-temporal y
probar hipdtesis sobre las rutas de transmision.
Ademas, las secuencias gendmicas se pueden
utilizar para decidir qué ensayos de diagndstico,
farmacos y vacunas que pueden ser candidatos
adecuados para una exploracion adicional. El
andlisis de los genomas del virus del SARS-CoV-2

Deteccién del SARS-CoV-2 y diagndéstico de COVID-19:
A mds de 6 meses de la declaracién de la pandemia

puede, por lo tanto, complementar, aumentar y
respaldar las estrategias para reducir la carga de
enfermedad de COVID-19. Sin embargo, el costo
y el volumen potencialmente altos del trabajo
requerido para la secuenciacién gendmica
significa que los laboratorios deben tener claridad
sobre los retornos esperados de dicha inversién
y lo que se requiere para maximizar la utilidad
de tales datos de secuencia gendmica (29). En
la actualidad, muchas bases de datos de acceso
publico para publicar las secuenciaciones se
encuentran disponibles, incluyendo GISAID
(28), la cual es una asociaciéon publica-
privada entre el gobierno de Alemania y la
organizacién sin fines de lucro “Friends of
GISAID”, que proporciona acceso publico a la
coleccién mas completa de datos de secuencia
genética de virus de la influenza y otros datos
clinicos y epidemioldgicos; que asegura que los
contribuyentes de datos de secuencias genéticas
de influencia, COVID-19 y otros, no pierdan
sus derechos de propiedad intelectual sobre los
datos (5). En relacién a la publicacion de datos de
secuencia genética de agentes infecciosos, la OMS
publicé un proyecto de “Cédigo de conducta de
la OMS para el intercambio abierto y oportuno
de datos de secuencias genéticas de patdgenos
durante brotes de enfermedades infecciosas”
(en inglés, WHO’s code of conduct for open and
timely sharing of pathogen genetic sequence
data 2 during outbreaks of infectious disease),
el cual se encuentra disponible en:  https://
www.who.int/blueprint/what/normsstandards/

GSDDraftCode Conduct_forpublic consultatio
n-vl.pdftua=1 (34). Actualmente, la OMS
se encuentra elaborando una guifa sobre la
secuenciacién gendmica del SARS-CoV-2 (29).

Otros métodos

En respuesta a la creciente pandemia de COVID-19, a
la escasez de reactivos y la reducida capacidad para la
ejecucion pruebas moleculares, multiples fabricantes
de pruebas de diagndsticas han desarrollado y
comercializado ensayos de wuso rutinario en el
laboratorio, asi como ensayos rapidos que pueden
ser ejecutados en los puntos de atencién primaria a
pacientes fuera del laboratorio (35).

Deacuerdo conlaguia “Pruebasdiagnésticas para SARS-
CoV-2” (en inglés, Testing diagnostic for SARS-CoV-2),
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publicada por la OMS en su dltima version el 11 de
septiembre de 2020, las nuevas pruebas de diagnéstico
de COVID-19 pueden implicar la deteccién del virus
en si (antigenos virales) o la deteccién de la respuesta
inmune humana a la infeccion (anticuerpos u otros
biomarcadores). Sin embargo, todavia la confirmacién
estandar de infecciones por SARS-CoV-2 se basa en la
deteccion de secuencias virales Unicas por pruebas de
amplificacion de dcidos nucleicos (NAAT), como la
reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcién
reversa en tiempo real (rRT-PCR) (29).

Pruebas de Antigenos

Segun las “Directrices de Laboratorio para la
Deteccion y el Diagndstico de la Infeccién con el Virus
COVID-19”, publicada por PAHO/OMS en su tltima
version el 08 de julio de 2020 (36); existe en el mercado
diferentes ensayos inmunoldgicos, capaces de detectar
proteinas producidas por la replicacion del SARS-
CoV-2, en las secreciones respiratorias (por ejemplo,
hisopo nasofarigeo u orofaringeo, esputo etc.), de
los pacientes COVID-19. Estas proteinas pueden
ser detectadas a través de métodos inmunoldgicos
rutinarios fundamentados en técnicas de ensayo por
inmunoabsorcién ligado a enzimas (en inglés, Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay, ELISA), inmunoensayo
de quimioluminiscencia (CLIA), y otras, asi como
métodos inmunoldgicos rapidos fundamentados en
técnicas de inmunocromatrografia (36). De acuerdo con
las guias “Directrices de Laboratorio para la Detecciény
el Diagnostico de la Infeccién con el Virus COVID-197,
publicada por PAHO/OMS el 08 de julio de 2020 y
“Pruebas diagndsticas para SARS-CoV-2” (en inglés,
Testing diagnostic for SARS-CoV-2), publicada por la
OMS en su ultima version el 11 de septiembre de 2020;
en relacién a las pruebas de detecciéon de antigenos,
tienen una especificidad alta en comparaciéon con la
rRT-PCR, a pesar de que se pueden producir resultados
falsos positivos si los anticuerpos empleados en el
ensayo también reconocen antigenos de virus distintos
del SARS-CoV-2, como otros coronavirus humanos.
En relacién a su sensibilidad, son menos sensibles con
respecto a la rRT-PCR, debido a que por un lado no
hay amplificacién de la diana que se detecta, que por
lo general suele ser la proteina de la nucleocépside del
virus (Proteina N), preferida debido a su abundancia
relativa, y por el otro, debido a que la expresion de las
proteinas antigénicas dependen de la fase de la infeccién
y la presentacién clinica. Hasta los momentos, se ha
evidenciado un mayor rendimiento de estas pruebas
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de antigeno con cargas virales altas; que generalmente
aparecen en pacientes sintomdticos, entre 1-3 dias
antes del inicio de los sintomas, y en fases tempranas
de la enfermedad, dentro de los primeros 5 a 7 dias
de la enfermedad (tanto en pacientes asintomaticos o
sintomaticos, ya que se ha demostrado que los casos
asintomaticos tienen cargas virales similares a los casos
sintomadticos durante los primeros dias de infeccion).
Por ende, la realizacion de estas pruebas en pacientes
luego de 5 a 7 dias después del inicio de los sintomas,
cuando las cargas virales son mas bajas, tienen mayor
probabilidad de resultar en falsos negativos (29,36).

Segun la guia “Deteccion de antigenos en el diagnéstico
de la infeccion por SARS-CoV-2 mediante
inmunoensayos rapidos” (en inglés, Antigen-detection
in the diagnosis of SARS-CoV-2 infection using rapid
immunoassays), publicada por la OMS el 11 de
septiembre de 2020, actualmente, los datos sobre el
rendimiento de las pruebas de antigenos en el entorno
clinico todavia son limitados. Sin embargo, hasta
los momentos han demostrado constantemente una
especificidad alta (>97%) y una sensibilidad muy
variable (0-94%) en muestras del tracto respiratorio
superior (hisopos nasales o nasofaringeos), en
comparacion con la rRT-PCR (37).

De acuerdo con la gufa “Asesoramiento sobre el uso
de pruebas de inmunodiagndstico en el punto de
atencién para COVID-19” (en inglés, Advice on the use
of point-of-care immunodiagnostic tests for COVID-19),
publicada por la OMS el 08 de abril de 2020, se estima
que este tipo de pruebas con sensibilidades entre el
34 y 81%; pueden reportar resultados negativos en la
mitad o mds de la mitad de los pacientes infectados con
SARS-CoV-2, por lo cual no podrian emplearse en el
diagndstico de COVID-19 (35). Sin embargo, segin
las guias “Pruebas diagndsticas para SARS-CoV-2” (en
inglés, Testing diagnostic for SARS-CoV-2), publicada
por la OMS en su tltima version el 11 de septiembre
de 2020, y “Deteccion de antigenos en el diagnéstico de
la infeccién por SARS-CoV-2 mediante inmunoensayos
rapidos” (en inglés, Antigen-detection in the diagnosis
of SARS-CoV-2 infection using rapid immunoassays),
publicada por la OMS el 11 de septiembre de 2020;
cuando el rendimiento de estas pruebas es aceptable
(>80% de sensibilidad y >97% de especificidad en
comparacioén con un ensayo de referencia rRT-PCR),
se pueden implementar en un algoritmo de diagndstico
para reducir la cantidad de pruebas moleculares que
deben realizarse y para respaldar la identificacion y
el manejo rapido de los casos de COVID-19, en una
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variedad de entornos donde la oferta de rRT-PCR es
limitada o no esté disponible, o cuando los tiempos de
respuesta prolongados impiden la utilidad clinica de la
rRT-PCR. En este sentido, si el resultado es positivo,
puede ser usado como criterio de confirmacién (en
conjunto con la definicién de caso, la historia clinica
y los antecedentes epidemioldgicos), y para tomar
decisiones en salud publica (por ejemplo aislamiento
y rastreo de contactos), mientras que si el resultado es
negativo (en cualquier estadio de la infeccidén), no debe
ser usado como criterio para descartar un caso y excluir
por completo una infeccién activa por COVID-19, por
lo tanto, se deben realizar pruebas repetidas y pruebas
confirmatorias de rRT-PCR, particularmente en
pacientes sintomaticos (28,37).

De acuerdo con la gufa “Deteccién de antigenos
en el diagnéstico de la infeccién por SARS-CoV-2
mediante inmunoensayos rapidos” (en inglés, Antigen-
detection in the diagnosis of SARS-CoV-2 infection
using rapid immunoassays), publicada por la OMS el
11 de septiembre de 2020, las pruebas de deteccién
de antigenos que cumplen los requisitos minimos
de rendimiento (>80% de sensibilidad y >97% de
especificidad en comparacién con un ensayo de
referencia de rRT-PCR), permiten la ocasiéon de un
diagnéstico temprano, en la fase aguda de la infeccién
(cuando la carga viral y el riesgo de transmisién son mds
altos), en donde existen muchas mas oportunidades
de intervencidn clinica asi como de interrupciéon de
la transmisién mediante el aislamiento selectivo y la
cohorte de los casos mds infecciosos y sus contactos
cercanos, reduciendo o eliminando la necesidad
de realizar pruebas mas costosas de confirmacién
molecular, principalmente en escenarios de transmisién
comunitaria, caracterizados por la existencia de brotes
de transmision local generalizados de COVID-19,
en los que existe una alta prevalencia esperada de la
enfermedad (es mds probable que una persona que de
positivo en la prueba de deteccién de antigenos, tenga
COVID-19), y donde el valor predictivo de una prueba
positiva es alto y el riesgo de falsos positivos es bajo. Asi
mismo, se recomienda que para la introduccién inicial
de las pruebas de deteccién de antigenos en uso clinico,
se deben considerar seleccionar algunos entornos
donde las pruebas de confirmaciéon de rRT-PCR estén
disponibles actualmente, para que el personal pueda
ganar confianza en los ensayos, confirmar y validar
el desempenio de la prueba seleccionada, asi como
solucionar cualquier problema de implementacién
encontrado, teniendo en cuenta que, siempre que
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se utilicen rRT-PCR como pruebas de confirmacién
en pacientes examinados previamente con pruebas
de detecciéon de antigenos, las muestras para las dos
pruebas deben recolectarse aproximadamente al
mismo tiempo, o como méaximo en un periodo de
menos de 2 dias. En situaciones donde las pruebas de
confirmacién con rRT-PCR no son factibles, cualquier
indicio de que los resultados pueden ser incorrectos
debe levantar sospechas sobre la validez Los ejemplos
incluirfan pacientes que dan positivo en la prueba pero
que tienen un sindrome clinico que no es compatible
con COVID-19, o pacientes con una prueba positiva
detectada en un entorno de baja prevalencia.
Igualmente, pacientes que son negativos en la prueba
pero que tienen un sindrome cldsico o son contactos
cercanos de un caso, pacientes con una prueba
negativa detectada en un entorno de alta prevalencia
o pacientes que resultan negativos pero existe alguna
incertidumbre en la idoneidad del muestreo y la
muestra por: 1) Mala calidad de la muestra, porque
contiene poco material bioldgico del paciente; 2) La
muestra se recolecté muy tarde o muy temprano en la
infeccion, es decir, se recolectd de un compartimiento
que para ese momento no tenfa cantidades suficientes
de proteinas antigénicas del virus (La mayoria de las
pruebas fabricadas actualmente requieren de muestras
nasales o nasofaringeas que deben ser recolectadas
en hisopos dentro de los primeros 5 a 7 dias luego de
iniciados los sintomas. Sin embargo, actualmente, las
empresas estdn llevando a cabo estudios para evaluar
el rendimiento de sus pruebas utilizando tipos de
muestras alternativos como saliva y fluidos orales, a
fin de expandir potencialmente las opciones de uso y
facilitar la seguridad); y 3) La muestra fue recolectada,
transportada y/o almacenada inapropiadamente,
de acuerdo a las indicaciones del fabricante (37).
Adicionalmente, no se recomienda el uso pruebas de
detecciéon de antigenos en entornos o poblaciones
con una baja prevalencia esperada de la enfermedad,
especialmente donde las pruebas de confirmacion rRT-
PCR no estan disponibles facilmente. En estos entornos
el uso de estas pruebas no sera posible hasta que hayan
mas datos de estudios de alta calidad que confirmen una
alta especificidad (> 99%) de uno o mas de los kits de
prueba de deteccion de antigenos comercializados) (37).

Hasta ahora solo dos pruebas para la deteccién de
antigenos por inmunoensayos rdpidos han sido
enlistadas (Lista de Uso de Emergencia) por la OMS
para uso de emergencia durante la pandemia de
COVID-19:
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1) “Standard Q COVID-19 Ag Test” de SD Biosensor,
Inc.; el 22 septiembre de 2020; y

2) “Panbio COVID-19 Ag Rapid Test” de Abbott Rapid
Diagnostics Jena GmbH, el 02 de octubre de 2020
(27).

Pruebas de anticuerpos

De acuerdo con las guias “Directrices de Laboratorio
para la Deteccién y el Diagndstico de la Infeccién
con el Virus COVID-19”, publicada por PAHO/
OMS el 08 de julio de 2020; y “Pruebas diagnésticas
para SARS-CoV-2” (en inglés, Testing diagnostic for
SARS-CoV-2), publicada por la OMS en su ultima
version el 11 de septiembre de 2020; existen en el
mercado diferentes ensayos inmunoldgicos, capaces
de detectar anticuerpos IgM, IgG o IgA (en diferentes
combinaciones), generados como parte de la respuesta
inmune del individuo contra el virus causante de
COVID-19, que pueden detectarse en el plasma o suero
alrededor del dia 7 luego el inicio de los sintomas, en
aproximadamente 50% de los casos, y el dia 14 luego del
inicio de los sintomas en el 90% de los pacientes. Estos
anticuerpos pueden ser detectados a través de métodos
inmunoldgicos rutinarios fundamentados en técnicas
de ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (en
inglés, Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, ELISA),
inmunoensayo de quimioluminiscencia (CLIA),
y otras, asi como métodos inmunoldgicos rapidos
fundamentados en técnicas de inmunocromatrografia
(28, 36).

En relaciéon a las pruebas rutinarias, realizan la
determinacién cuantitativa o semicuantitativa de los
anticuerpos presentes, por lo cual pueden detectar
variaciones en los titulos de anticuerpos. En estas
pruebas, la especificidad esta afectada por reacciones
cruzadas a causa de la presencia de anticuerpos
dirigidos contra otros coronavirus causantes de
infecciones humanas (como los alfacoronavirus
229E (HCoV-229E) y NL63 (HCoV-NL63), y los
betacoronavirus OC43 (HCoV-OC43) y HKUI1
(HCoV-HKU1), que pueden causar enfermedades de
tipo influenza o neumonia en humanos), y zoonéticas;
asi como con la presencia de afecciones preexistentes
(por ejemplo, embarazo, enfermedades autoinmunes)
y, por lo tanto, pueden arrojar resultados falsos
positivos. Por su parte, la sensibilidad estd afectada por
asuntos relacionados al disefio de los ensayos asi como
por aspectos inherentes a la dindmica de la respuesta
inmune y produccién de anticuerpos en el huésped
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durante las distintas fases de la infeccion y presentacion
clinica. En relacién al diseno de la prueba, se tiene
que en general la mayor proporcién de anticuerpos
son producidos contra la proteina mds abundante del
virus que es la de la Nucleocdpside (N). Por ello, los
ensayos que detectan anticuerpos contra esta proteina
suelen ser mas sensibles. Sin embargo, los anticuerpos
dirigidos contra la proteina de unién a los receptores
celulares (proteina S) suelen ser mds especificos. Por
ende, los ensayos que detecten anticuerpos IgG y/o
IgM dirigidos contra los dos antigenos tienen un mejor
desempefio, a pesar que ambos anticuerpos pueden
presentar reactividad cruzada con SARS-CoV e incluso
con otros coronavirus humanos. En cuanto aspectos
inherentes a la dinamica de la respuesta inmune y
produccién de anticuerpos en el huésped durante las
distintas fases de la infeccion y presentacion clinica;
de acuerdo con la guia “Asesoramiento sobre el uso de
pruebas de inmunodiagnéstico en el punto de atencién
para COVID-19” (en inglés, Advice on the use of
point-of-care immunodiagnostic tests for COVID-19),
publicada por la OMS el 08 de abril de 2020, hasta los
momentos, algunos estudios demuestran que la fuerza
de la respuesta inmunolédgica de anticuerpos contra
el SARS-CoV-2 depende de varios factores, como la
edad, el estado nutricional, ciertos medicamentos
o infecciones como el VIH que inhiben el sistema
inmunitario; por ello, algunas personas confirmadas
COVID-19 mediante pruebas moleculares, han
evidenciado respuestas de anticuerpos débiles, tardias
o ausentes (28,36).

Adicionalmente, segtn la guia “Pruebas diagndsticas
para SARS-CoV-2” (en inglés, Testing diagnostic for
SARS-CoV-2), publicada por la OMS en su ultima
version el 11 de septiembre de 2020; se ha observado
que la seroconversion (desarrollo de una respuesta de
anticuerpos medible después de la infeccién), es mads
solida y rapida en pacientes con enfermedad grave en
comparacion con aquellos con enfermedad mas leve o
infecciones asintomaticas. Los anticuerpos se pueden
detectar al final de la primera semana de enfermedad
(luego de la fase aguda), en una fraccién de pacientes,
pero también pueden tardar semanas en desarrollarse
en pacientes con infecciéon subclinica/leve (28). De
igual manera, segin el resumen cientifico “Pasaporte
a la Inmunidad” en el contexto COVID-19 (en inglés,
“Immunity passports” in the context of COVID-19),
publicado por la OMS el 24 de abril de 2020, la mayoria
de las personas que se han recuperado de la infeccion
COVID-19 tienen anticuerpos contra el virus. Sin
embargo, algunas de ellas tienen niveles muy bajos o
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nulos de anticuerpos neutralizantes que no ofrecen
inmunidad protectora, lo que sugiere que la inmunidad
celular también puede ser critica para la recuperacion
de la infeccién por SARS-CoV-2 (38).

Asi mismo, una deteccién de anticuerpos positiva en
un paciente podria ser consecuencia de una infeccion
previa y no de la infeccién actual que se pretende
diagnosticar. Por ejemplo, un paciente que haya tenido
contacto previo con el virus (no necesariamente
enfermo), pero que posteriormente se infecte con otro
patdgeno circulante (influenza u otro agente etiol6gico),
que también genere sintomas respiratorios, va a
resultar positivo para anticuerpos COVID-19, llevando
a un diagndstico errado. Por ultimo, la deteccién de
anticuerpos a menudo solo sera posible en la fase de
recuperacion, cuando muchas de las oportunidades de
intervencion clinica o interrupcion de la transmision
de la enfermedad ya han pasado, ademads, no aporta
informacion acerca de la persistencia viral, o por el
contrario, la ausencia del virus durante la resolucién
de la infeccion por los pacientes sobrevivientes, por lo
cual tampoco sirve para la toma de decisiones para el
alta médica.

En relacién a las pruebas rapidas para la deteccion
de anticuerpos contra el SARS-CoV2, realizan
la determinacién cualititativa de los anticuerpos
presentes a través técnicas de inmunocromatrograficas.
Es importante mencionar, que adicionalmente a todas
las limitaciones anteriormente descritas, estas pruebas
tienen menor sensibilidad que las pruebas rutinarias
cuantitativas o semicuantitativas (28,36).

Es por ello, que de acuerdo “Pruebas diagndsticas para
SARS-CoV-2” (en inglés, Testing diagnostic for SARS-
CoV-2), publicada por la OMS en su tltima version el 11
de septiembre de 2020; los ensayos rutinarios y rapidos
paraladeteccion de anticuerpos no deben ser empleados
para el diagndstico agudo asi como el tratamiento
clinico e identificacién de casos COVID-19 o con fines
de rastreo de contactos. En los casos donde los ensayos
de técnicas de amplificacion de acidos nucleicos no
se realicen o resulten negativo, pero existe un fuerte
vinculo clinico y epidemioldgico con la infeccién por
el virus causante de COVID-19, el procesamiento
de muestras de suero pareadas mediante métodos
comerciales rutinarios cuantitativo o semicuantitativos
validados, que miden IgG (la mayoria de estos estudios
no muestran ninguna ventaja de la IgM sobre la IgG,
ya que la IgM no aparece mucho antes que la IgG),
puede ayudar a la confirmacion de la infeccion reciente.

de Bioanalistas Especialistas. 2020; Vol 23(2): 170-189.

Deteccién del SARS-CoV-2 y diagndéstico de COVID-19:
A mds de 6 meses de la declaracién de la pandemia

La primera muestra debe recolectarse durante la fase
aguda de la enfermedad y la segunda muestra al menos
14 dias después de la recoleccion de los sueros iniciales.
Se espera que los niveles maximos de anticuerpos
ocurran en la tercera/cuarta semana después del inicio
de los sintomas. La seroconversién o un aumento en los
titulos de anticuerpos en sueros emparejados ayudaran
a confirmar si la infeccién es reciente y/o aguda. Si
la muestra inicial da positivo, este resultado podria
deberse a una infeccién pasada que no esta relacionada
con la enfermedad actual (28). Los ensayos rutinarios
y rapidos para la deteccion de anticuerpos contra el
SARS-CoV-2, no son considerados como pruebas
diagnésticas, su implementacion debe estar enfocada
principalmente en estudios de seroprevalencia, para
apoyar la investigacion de un brote en curso y para
respaldar la evaluacién retrospectiva de la tasa de
ataque o el tamafio de un brote (28, 36).

Conclusiones

En esta revision se precisaron las orientaciones
emanadas de la OMS en relacién a las pruebas de
laboratorio para la detecciéon del SARS-CoV-2 y
diagnéstico de COVID-19, al cumplirse mas de 6 meses
de la declaracion de pandemia por COVID-19, el 11
de marzo de 2020. De acuerdo con la OMS, hoy en
dfa, las pruebas de diagndstico de COVID-19 implican
la deteccién del virus en si (ARN viral o antigenos
virales) o la deteccion de la respuesta inmune humana
a la infeccién (anticuerpos u otros biomarcadores).
Sin embargo, la confirmacién estdndar de infecciones
por SARS-CoV-2 se basa en la deteccién de secuencias
virales Unicas por pruebas de amplificacién de acidos
nucleicos (NAAT), como la reaccién en cadena de la
polimerasa con transcripcion reversa en tiempo real
(rRT-PCR).

Al momento de concluir este articulo, el 11 de octubre
de 2020, han transcurrido 215 dias (7 meses) desde que
la OMS declaro a la COVID-19 como una pandemia.
Para esta fecha, segin la OMS, existen en el mundo
37.423.660 casos confirmados y 1.074.817 fallecimientos
por COVID-19, reportados a la OMS (39).

Este articulo se escribe en memoria a las victimas del
SARS-CoV-2, y se dedica a todos los profesionales del
laboratorio, responsables de la ejecucion de pruebas
para la deteccion y diagndstico de COVID-19;
imprescindibles en la lucha contra esta pandemia.
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