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INTRODUCCION

Los coronavirus son patégenos humanos y animales. A fina-
les de 2019, se identificd un nuevo coronavirus como causante
de un brote de casos de neumonia en Wuhan, una ciudad en |a
provincia de Hubei de China. Rapidamente se extendio, dando
lugar a una epidemia en toda China seguida de un nimero cre-
ciente de casos en otros paises de todo el mundo. En febrero de
2020 la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) designé a la
enfermedad como COVID-19 o enfermedad por coronavirus
2019y al virus causante coronavirus 2 del sindrome respirato-
rio agudo grave o SARS-CoV-2. El 11 de marzo de 2020, debido
alaextensiony la gravedad de la COVID-19, fue declarada pan-
demia por la OMS.

Los sintomas pueden ser inespecificos e indistinguibles de
las infecciones producidas por otros virus, por lo que son nece-
sarias las pruebas diagndsticas microbioldgicas, siempre que
estén disponibles, tanto para el manejo de la enfermedad indi-
vidual como de la actual pandemia. Esto posibilita un mejor
manejo (aislamiento y tratamiento si fuera necesario) y moni-
torizacién de los pacientes, la aplicacion de medidas de preven-
cién y control de la expansion y la vigilancia epidemiologica.

Determinar la poblacién diana a quién realizar las pruebas
diagnosticas responde tanto a criterios clinicos como epide-
mioldgicos (control de la transmision)?:

® Personas con sintomas sospechosos de COVID-19 resi-

dentes o que hayan viajado en los 14 dias previos a zonas
de transmision comunitaria, en particular si ha habido
relacion con brotes o personas pertenecientes a ambitos
comunitarios.

*CS Polanco. Polanco. Cantabria. Esparia.
2CS Valdelasfuentes. Alcobendas. Madrid. Espania.

® Personas asintomaticas:

— Contactos desde 2 dias antes del inicio de los sintomas
hasta el momento del aislamiento de casos confirmados.

— Deteccion rapida de la infeccién en grupos de convi-
vencia en instalaciones cerradas o semicerradas de
personas con riesgo de enfermedad grave (centros so-
ciosanitarios): realizacion de pruebas tanto en res-
puesta a casos o brotes de COVID-19 como cribado
periédico en empleados y residentes.

— Despistaje en algunas actuaciones asistenciales: pa-
cientes que van a ser hospitalizados en lugares de pre-
valencia elevada, antes de procedimientos quirtrgicos
(urgentes o programados) o procedimientos que ge-
neran aerosoles, antes de realizar determinadas prue-
bas diagnosticas y antes de recibir terapia inmunosu-
presora (incluyendo previa a trasplantes).

— No se recomienda repetir las pruebas a individuos
asintomaticos previamente diagnosticados de infec-
cion por SARS-CoV-2 en los 3 meses previos, debido a
gue un resultado positivo en este periodo probable-
mente no se deba a una nueva infeccion activa.

En caso de disponibilidad limitada de pruebas diagnosticas
los grupos prioritarios para su realizacién serian: pacientes hos-
pitalizados (especialmente enfermos criticos con enfermedad
respiratoria no filiada) y personas asintomaticas que sean tra-
bajadores sanitarios o en primera linea de respuesta, trabaja-
dores y residentes en ambitos comunitarios y personas con
factores de riesgo de enfermedad grave®.

Hay que tener en cuenta que la positividad en una prueba
de SARS-CoV-2 no descarta la infeccién por otros patégenos y
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viceversa, ya que se han descrito coinfecciones, aunque no se
conoce mucho su papel®.

¢DE QUE PRUEBAS DISPONEMOS PARA EL
DIAGNOSTICO DE INFECCION POR SARS-COV-2?

Hay tres tipos de pruebas diagnosticas de SARS-CoV-2*3:

® Pruebas o técnicas de deteccion y amplificacion de aci-
dos nucleicos (TAAN): la mas usada es reaccion en cade-
na de la polimerasa (PCR). Es la prueba diagnéstica de
infeccion activa (PDIA) por SARS-CoV-2 de referencia.

® Pruebas de deteccion de antigeno. En la actualidad se

aceptan como PDIA de SARS-CoV-2.

® Pruebas de deteccion de anticuerpos. No se aceptan

como PDIA de SARS-CoV-2. Sirven para detectar infec-
cion en resolucion o pasada.

Las pruebas de cultivo del virus no se realizan de rutina en
los laboratorios por razones de seguridad (elevado riesgo de
contagio), sino fundamentalmente con fines de investigacion.

EnlaTabla 1 se resumen de forma comparativa las pruebas
diagnosticas disponibles segln sus indicaciones de uso, rendi-
miento y otros aspectos.

PRUEBAS DE DETECCION DE ACIDOS
NUCLEICOS: REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA (PCR)

¢Qué detectan?

Las TAAN o técnicas moleculares sirven para la deteccion y
amplificacion de material genético, ARN, del SARS-CoV-2, en
distintas muestras bioldgicas clinicas. La prueba mas usada es
la reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inver-
sa (RT-PCR o gRT-PCR si es cuantificada en tiempo real).

Hay otros métodos de amplificacion/deteccion de acidos
nucleicos potencialmente utiles que se encuentran en desarro-
llo o en proceso de ser comercializados: con diana en las cluste-
red regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR) o
repeticiones palindrémicas cortas agrupadas y regularmente
espaciadas; técnicas de amplificacion de acidos nucleicos iso-
térmicas (por ejemplo, reverse transcription loop-mediated
isothermal amplification [RT-LAMP]); ensayos de microarrays
moleculares y técnicas de secuenciacion de nueva generacion>*

¢En qué muestras se realiza?

Las muestras respiratorias son las mas idoneas para el diag-
nostico de infeccién por SARS-CoV-2. Se han obtenido resulta-
dos positivos de la RT-PCR para SARS-CoV-2 en muestras no
respiratorias: orina, heces, incluso en sangre, pero no hay datos
hasta la fecha de transmision por heces u orina y el riesgo de
transmision hematica se considera bajo.

Las muestras de vias respiratorias altas son la primera elec-
cion en las fases iniciales de la infeccidn, sobre todo en casos
leves o asintomaticos®. Algunos estudios han encontrado que
las muestras de hisopado nasofaringeo ofrecen mejor rendi-
miento que las de hisopado orofaringeo® La combinacion de
hisopados nasofaringeo y orofaringeo del mismo individuo au-
menta la sensibilidad y mejora la fiabilidad de los resultados.
Las muestras pueden ser combinando dos hisopos, orofaringeo
y nasofaringeo en el mismo tubo, 0 ambas muestras, orofarin-
gea y nasofaringea, en un Unico hisopo?.

En EE. UU, los Centros para el Control y Prevencion de Enfer-
medades (CDC) aceptan como posibles muestras de vias respi-
ratorias altas alguna de las siguientes*:

* Hisopado nasofaringeo (recogido por personal sanita-

ro).

* Hisopado orofaringeo (recogido por personal sanitario).

* Hisopado anterior de las fosas nasales (recogido por un
profesional sanitario o el paciente con un hisopo de po-
liéster hilado o flocado).

* Hisopado nasal de los cornetes medios (recogido por
personal sanitario o por el paciente en un lugar supervi-
sado con un hisopo cénico flocado).

* lavado/aspirado nasal o nasofaringeo (realizado por un
profesional sanitario).

e Saliva, 1-5 ml (recogida por el propio paciente de forma
supervisada).

En muestras de vias respiratorias bajas, el ARN viral aumen-
ta durante la segunda semana de la enfermedad y se puede
encontrar positividad hasta al cabo de tres semanas desde el
inicio de los sintomas, por lo que la probabilidad de positividad
de la prueba es mayor Estas muestras estan indicadas en un
curso mas avanzado de la enfermedad en pacientes con nega-
tividad previa en las muestras de vias respiratorias altas y ele-
vada sospecha®. Pueden ser de esputo producido espontanea-
mente (no se recomienda el esputo inducido por el riesgo
elevado de transmision por aerosoles) o aspirado endotraqueal
o lavado broncoalveolar (pacientes intubados). Existe un eleva-
do riesgo de aerosolizacion, por lo que la recogida de muestras
debe realizarse cumpliendo las estrictas medidas de preven-
cion y control de la infeccion®.
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Tabla 1. Comparacion de las técnicas diagnosticas de SARS-CoV-2.

Tipo de prueba RT-PCR

Pruebas deteccion antigenos

Pruebas deteccion anticuerpos IgM e IgG

Uso Deteccion de infeccion activa

Deteccion de infeccion activa

Deteccion de pacientes que estan en
fase de resolucion o que han pasado la
infeccion

Indicaciones Diagnostico de paciente infectado

Diagndstico de paciente infectado en
el periodo de infectividad

Monitorizacion y estudios epidemiologicos
Casos en los que la PCR fue negativa pero
clinica sugerente

Identificacion de pacientes inmunes como
posibles donantes de suero hiperinmune y
plasma de convalecientes para el tratamiento
de pacientes con COVID-19 grave

Rendimiento Sensibilidad y especificidad elevadas en
condiciones ideales

El rendimiento clinico depende del tipoy
calidad de la muestra y del momento de la

enfermedad

Datos limitados
En general menos sensibles que la PCR

Sensibilidad y especificidad muy variables
Los test de flujo lateral (pruebas de
deteccion rapida) son menos sensibles que
las técnicas de ELISA o CLIA

bajo

Deben interpretarse con precaucion en entornos de baja prevalencia: atin las pruebas con elevada especificidad pueden tener un VPP

Precaucionesala
hora de interpretar
resultados

Una PCR positiva no siempre implica
infectividad

PCR

Realizar durante los primeros 5-7 dias
del inicio de los sintomas, teniendo en
cuenta que hay mayor infectividad en
las primeras 48 horas

Sila prueba es negativa, y hay
sospecha clinica o epidemiologica se
debe de confirmar resultado con una

No sirve para el diagnostico de infeccién
activa

Hasta un mayor conocimiento sobre qué
tipo de anticuerpos generan inmunidad y
su duracion, la positividad en serologfas no
implica proteccion frente a reinfecciones
ni se debe de considerar al paciente como
inmune

Algunas personas no desarrollan
anticuerpos tras la infeccion

Posibilidad de falsos positivos por reaccion
cruzada con otros coronavirus (depende de
|a proteina que detecte)

No esta recomendado hacer determinacion
delgA

Valorar resultados
teniendo en cuenta
siempre...

Sensibilidad y especificidad de la prueba
Prevalencia

Probabilidad preprueba (basado en caracteristicas clinico-epidemioldgicas) que condicionara el VPP y VPN

ELISA: ensayos por inmunoabsorcion ligada a enzimas; CLIA: ensayos por quimioluminiscencia; VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo.

Las muestras autorrecogidas (recogidas por el propio pa-
ciente) tienen las ventajas de evitar la exposicién del personal
sanitario y reducir la necesidad de equipos de proteccion indi-
vidual®. La precision parece ser relativamente buena con algu-
nas de estas muestras (hisopados nasales y muestras de saliva).
Algunos estudios han encontrado una sensibilidad similar en-
tre muestras nasales o de cornetes medios autorrecogidas y en
muestras nasofaringeas recogidas por personal sanitario?.

Las muestras agrupadas para TAAN o pooled testing (realiza-
cion de pruebas a varias muestras juntas y solamente repetir
las muestras individuales si la muestra agrupada resulta posi-
tiva) pueden servir para mejorar la capacidad de procesar las
muestras por el laboratorio??. Puede ser Util en poblaciones en
las que se sospeche baja prevalencia, como en asintomaticos

sin exposicion conocida. Se debe tener en cuenta que agrupar
las muestras reduce la sensibilidad de la prueba (en mayor me-
dida cuanto mayor sea el grupo de muestras) y puede retrasar
el tiempo para un resultado positivo individual®.

Para no perder precision en el diagndstico es necesario que
todos los pasos del proceso de las muestras (recogida, transpor-
te, almacenamiento y procesamiento) sean correctos y que el
personal sanitario encargado de realizar cada uno reciba un
entrenamiento y formacion continuados?.

Técnica de realizacion de la RT-PCR

La RT-PCR se realiza en laboratorios de Microbiologia Clinica,
necesita personal experto en microbiologia molecular y medi-
das de bioseguridad. La muestra debe ser en primer lugar inac-
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tivada. La PCR es una técnica utilizada para amplificar secuen-
cias de ADN. Consta de dos fases: extraccion y amplificacion de
los acidos nucleicos. EI ARN es monocatenario y muy inestable
por lo que primero debe transcribirse de forma inversa en ADN
complementario (ADNc) utilizando una transcriptasa inversa. A
partir de aqui, se utiliza el procedimiento de PCR convencional
para amplificar el ADNc. Se utilizan secuencias cortas de ADN,
cebadores o primers, para seleccionar la parte del genoma a
amplificar. En los termocicladores, la temperatura de la mues-
tra se sube y se baja repetidamente para ayudar a la ADN poli-
merasa a duplicar la secuencia del ADN que esta siendo copia-
da. Con esta técnica se producen millones de copias de la
secuencia estudiada en unas horas. Lo ideal es que ambos pro-
cesos estén automatizados para aumentar la rapidez y evitar
errores. En la actualidad el resultado de las pruebas esta dispo-
nible en unas horas (si bien el tiempo entre la solicitud de Ia
pruebay su resultado puede variar desde 4-6 horas a varios dias
por demoras en la extraccion de la muestra, transporte, elevado
nimero de muestras en los laboratorios, etc.). Otra ventaja de
la PCR es que permite procesar simultaneamente un elevado
numero de muestrast.

Los genes diana mas usados para la deteccion de SARS-
CoV-2 son el gen E (recomendado por la OMS como cribado de

primera linea), y los genes RdRp, N, Sy Orflab. Para el diagnds-
tico de confirmacion en zonas sin circulacion del virus SARS-
CoV-2 se necesita la positividad frente a dos genes distintos,
uno de ellos especifico del mismo, o positividad frente a un be-
tacoronavirus mas una identificacion al menos parcial del ge-
noma del virus SARS-CoV-2. En zonas de transmision comuni-
taria se considera suficiente la positividad de la RT-PCR para un
Unico gen que sea discriminatorio de COVID-19%

¢Cuando debe realizarse la prueba?

El periodo de incubacion del SARS-CoV-2 en los pacientes
sintomaticos son unos 5-6 dias, con un rango entre 1-14 dias
tras la exposicion. La carga viral en narizy faringe va ascendien-
do desde el momento de la infeccion (inicio del periodo de in-
cubacion) siendo maximo alrededor de la semana de la infec-
cion, coincidiendo con los 2-3 dias previos y los 1-2 primeros
dias del inicio de los sintomas. A partir de ese momento va dis-
minuyendo, con una persistencia variable en las vias respirato-
rias’. Por ello, el mejor momento para realizar la prueba es el
primer o segundo dia tras el inicio de los sintomas y, en cual-
quier caso, en la primera semana>>® (Figura 1).

En los pacientes asintomaticos los datos sobre el rendimien-
todelas pruebas son limitados, ya que no estan claros los nive-

Before symptom onset After symptom onset

( Detection unlikely?3

PCR - Likely positive

—/

) ( PCR - Likely negativeb

Antibody detection )

Increasing probability of detection —’)

T T T
Week -2 Week -1 Week 1

Symptom onset

Week 3 Week 4

s Nas0pharyngeal swab PCR

Virus isolation from respiratory tract

Bronchoalveolar lavage/sputum PCR
Stool PCR

amsaaas |gMantibody
smaaaa |gGantibody

Figura 1. Variacion en el tiempo estimada en las pruebas diagnésticas de SARS-CoV-2 relacionadas con el inicio de los sintomas?.
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les de ARN viral tras la exposicion ni cudl es el momento en que
es detectable. Se recomienda a los 5-7 dias tras la exposicion
basado en la media del periodo de incubacién?,

¢Qué especificidad y sensibilidad tiene? ;Cémo debe

interpretarse?

Es la prueba mas sensible de los métodos disponibles, por lo
que es la técnica de referencia y de eleccion para el diagnostico
de COVID-19.

La precision y los valores predictivos de las TAAN no se han
evaluado sistematicamente. Los falsos positivos son raros® Los
falsos negativos informados varian entre menos de 5% al 40%,
aunque estas estimaciones son limitadas, ya que no existe un
estandar de referencia perfecto para la comparacion?.

La sensibilidad de la PCR depende del tipo y calidad de la
muestra, del momento de la enfermedad y del ensayo especifi-
co utilizado.

Con respecto al tipo de ensayo, hay diferencias en el limite
de deteccion entre los principales ensayos comerciales. El um-
bral de ciclo (Ct) se refiere al nimero de ciclos en un ensayo de
RT-PCR necesario para amplificar el ARN viral para alcanzar un
nivel detectable. El Ct por lo tanto, indica el nivel de ARN viral
en una muestra, de manera que valores de Ct bajos reflejan ni-
veles elevados de ARN viral y viceversa. Los laboratorios gene-
ralmente no proporcionan el valor de Ct, sino un resultado cua-
litativo. Al no estar los valores de Ct estandarizados en las
plataformas de RT-PCR, los resultados de distintas pruebas no
se pueden comparar, por lo que su aplicacion clinica no esta
clara. Ademas, no se ha validado el uso de Ct para guiar el ma-
nejo clinico o epidemioldgico en ninguin estudio?.

Un Unico resultado negativo en una prueba de PCR, especial-
mente si se ha realizado a partir de una muestra de las vias
respiratorias superiores, no excluye la posibilidad de una infec-
cion por SARS-CoV-2. Se recomienda repetir el muestreo, o con
una muestra de las vias respiratorias inferiores en caso de en-
fermedad grave o progresiva.

Se deben interpretar con cautela los resultados positivos dé-
biles, ya que algunos ensayos producen senales falsas con valo-
res altos de Ct. Si el resultado es invalido o cuestionable, se
debe obtener una nueva muestra del paciente y realizar una
nueva prueba’.

Un resultado indeterminado puede indicar que solo se ha
identificado uno de los dos o mas genes a los que se dirige la
prueba TAAN. Dada su alta especificidad, estos resultados pue-
den considerarse presuntos positivos. Si el paciente se encuen-
tra en una etapa temprana de la enfermedad, se puede repetir
la prueba para confirmar.
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Pueden aparecer falsos negativos® si la muestra es inade-
cuada (cantidad escasa), el transporte es inadecuado (no se
mantiene la cadena de frio) o con retraso, errores preanaliticos
(mal etiquetado), poca eliminacién de virus por el paciente por
el estadio del proceso (asintomatico, presintomatico o postsin-
tomatico) o por la gravedad de este o por razones técnicas inhe-
rentes a la prueba (gj. inhibicién de la PCR o mutacion del virus).

Existe la posibilidad de falsos positivos*? si hay errores prea-
naliticos (etiquetado) o contaminacion cruzada entre muestras
durante el procesamiento.

PCR persistente o recurrente durante la convalecencia

EI ARN viral de SARS-CoV-2 puede ser detectable desde solo
unos dias a semanas o incluso meses tras el inicio de los sinto-
mas. También se han documentado resultados positivos recu-
rrentes de PCR tras varios resultados negativos en algunos pa-
cientes de COVID-19. Sin embargo, la deteccion prolongada o
recurrente de ARN viral no indica necesariamente infectividad
prolongada. Raramente se han aislado virus con capacidad in-
fectivaen muestras de vias respiratorias altas al cabo de mas de
10 dias tras el inicio de los sintomas en pacientes con infeccion
no grave y cuyos sintomas se han resuelto?. Ademas, los niveles
de ARN durante la convalecencia, en caso de ser detectables,
son mas bajos que los detectados durante la enfermedad agu-
da, y por debajo de un cierto umbral viral no se detectarian vi-
rus con capacidad infectiva. Ante hallazgos positivos persisten-
tes de PCR se considera que existe una menor probabilidad de
infectividad: 1) a mayor nimero de dias transcurridos desde Ia
resolucion de los sintomas; 2) con carga viral baja en las secre-
ciones respiratorias, y 3) si hay presencia de anticuerpos neu-
tralizantes®.

Si bien se han documentado casos esporadicos de reinfec-
cion por SARS-CoV-2 tras una COVID-19 previa, realizar el diag-
néstico de reinfeccion es un retoy no se puede hacer exclusiva-
mente con la PCR. Las caracteristicas que aumentan la
probabilidad de reinfeccion en estos casos serian: un intervalo
prolongado de tiempo desde la primera infeccion, un nivel ele-
vado de ARN viral en la prueba repetida y anticuerpos IgG inde-
tectables en el momento en que se considera la reinfeccion. Sin
embargo, la reinfeccion solo puede confirmarse mediante se-
cuenciacion gendmica, para establecer que las infecciones fue-
ron causadas por dos virus diferentes. Para la mayoria de los
pacientes, no se suele disponer de secuenciacion gendémica ni
de una muestra de la infeccion inicial. En estos casos, es apro-
piado tratar a los pacientes que cumplen los criterios clinicos
como si tuvieran una presunta reinfeccion*.
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Prueba rapida de PCR

En la actualidad se han desarrollado sistemas rapidos de
PCR (point-of-care), aunque algunos son menos sensibles que
los test de laboratorio? (sensibilidad entre 68% y 100%), con
una media de sensibilidad del 95,2% y especificidad del 98%’.

PRUEBAS DE DETECCION DE ANTIGENOS

Ante la creciente necesidad de pruebas mas rapidas, senci-
llasy econémicas que las técnicas moleculares, multiples casas
comerciales han desarrollado diferentes pruebas rapidas de
deteccion de antigenos (PRDA). Las primeras que estuvieron
disponibles al inicio de la pandemia no se aconsejaron por la
baja y variable sensibilidad que presentaban. Actualmente
existen pruebas con mayor sensibilidad, si bien la variabilidad
entre ellas y comparado con las TAAN sigue siendo muy alta,
oscilando entre 0-94%, con una sensibilidad media de 56.2%,
seglin una revision sistematica reciente’. A pesar de ello, de Ia
falta de mas estudios independientes y rigurosos y de que la
mayoria no estan aprobadas por entidades reguladoras (FDA,
EUA, CE), la OMS apoya su uso en determinadas situaciones
aconsejando que cumplan ciertos minimos como que la sensi-
bilidad sea =80% y la especificidad 297%-100%". La especifici-
dad de las PRDA en general es comparable a las técnicas mole-
culares’. Su disponibilidad en Espafia ha supuesto agilizar el
diagnostico de los casos, permitiendo un mejor control de la
infeccién, y disminuir la presién sobre los laboratorios de micro-
biologia, cuya demora en ofrecer los resultados de la PCR en
algunos casos la hacia poco util para dicho control.

¢En qué consiste? ;Qué sensibilidad y especificidad tienen?

Las PRDA se basan en la deteccion de proteinas virales espe-
cificas de SARS-CoV-2, como la proteina N de nucleocapside y
las subunidades S1 0 S2 de la proteina S (spike, espiga).

Las técnicas que se emplean mayoritariamente en las PRDA
para SARS-CoV-2 son la inmunocromatografia (ICT) (Figura 2) y
la inmunofluorescencia (IF). Son técnicas cualitativas (resulta-
do positivo/negativo) y son ampliamente utilizadas para el
diagndstico de otras infecciones como la faringoamigdalitis por
Streptococcus pyogenes o la gripe. Una de las mayores ventajas
es que se obtienen los resultados en menos de 30 minutos. Las
pruebas de ICT se leen directamente, por el profesional que rea-
liza la prueba, con la consiguiente posibilidad de variabilidad
interpersonal, sobre todo en los casos positivos débiles. Las
pruebas de IF precisan un instrumento de lectura, siendo a
cambio mas precisas, al ser |a lectura estandarizada.
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Figura 2. Inmunocromatografia. Sobre una membrana de nitrocelulosa se
encuentran absorbidos en la linea de reaccion anticuerpos contra el antigeno
que buscamos y sobre la linea de control anticuerpos anticonjugado. Cuando
la muestra del paciente contiene antigeno este queda retenido en la linea

de reaccion. El conjugado, que también es un anticuerpo especifico frente

al antigeno que buscamos, estd marcado con una molécula de oro coloidal,
que también fluye por la membrana, es retenido por el antigeno en la linea
de reaccion y por el anticuerpo en la linea control. En el caso de muestras
negativas que no contienen antigeno, el conjugado es retenido tinicamente
en la linea de control.

En cuanto a la sensibilidad, como se ha mencionado ante-
riormente, es muy variable segun estudios y marcas comercia-
les”. En un estudio prepublicado que analiza la PDRA de la que
disponemos actualmente en Espana, Panbio™ COVID-19 Ag
Rapid Test, en 412 pacientes sintomaticos, incluyendo nifios,
atendidos en Atencion Primaria encontraron una sensibilidad
de 79.6% y una especificidad de 100% comparado con RT-PCR
como técnica de referencia®®.

¢Comoy cuando debe realizarse la prueba?

La muestra se obtiene del tracto respiratorio, generalmente
de exudado nasofaringeo u orofaringeo o de saliva y requiere
una correcta recogida en el momento adecuado, como ocurre
con la PCR. La positividad de la prueba esta correlacionada con
la carga viral®. Segln Hirotsu et al., con cargas virales de >2 log
copias/ml hay una concordancia entre prueba antigénica y téc-
nica molecular del 100%, con 1-2 log copias/ml baja a un 66% y
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<1 log copias/ml hasta un 33*'. Dado que se considera que la
carga viral es mas elevada en nasofaringe y salivay mas alta en
la fase aguda de la infeccién (desde 2-3 dias antes de iniciar los
sintomas y los primeros 7 dias del inicio de la sintomatolo-
gia)®'2 se recomienda realizar la prueba preferentemente en los
5 primeros dias y en cualquier caso antes de los 7 dias del co-
mienzo de la clinica. En Espafia la PRDA que mas se esta usando
en Atencion Primaria esta basado en la ICT y la muestra se ob-
tiene de la nasofaringe.

Interpretacion de la prueba e indicaciones

Como cualquier prueba diagnostica, no solo es importante
la sensibilidad y la especificidad, sino también el contexto y la
prevalencia de |a infeccion en esa area y las caracteristicas cli-
nico-epidemiologicas que hacen que un paciente tenga una
probabilidad preprueba mas o menos alta. En situaciones en
las que el paciente tiene mayor probabilidad de presentar la
infeccion (prevalencia alta, transmision comunitaria, contacto
con casos confirmados, clinica compatible con COVID-19) si se
utiliza una prueba sensible, el valor predictivo positivo sera alto,
por lo que un resultado positivo indicaria mayor probabilidad
de que sea una infeccion COVID-19. Por el contrario, ante un
resultado negativo seria necesario confirmarlo con una prueba
molecular dado que en esos escenarios el valor predictivo nega-
tivo seria bajo. En situaciones en las que hay baja sospecha de
infeccion la probabilidad pre-prueba es baja, si se obtiene un
resultado negativo se podria descartar la infeccion de forma
razonable®*3. En la Tabla 2 se muestra la relacion entre la proba-
bilidad preprueba y los valores predictivos positivoy negativo, a
tener en cuenta para la interpretacion de los resultados.

Teniendo en cuenta estos factores, en un paciente en el que,
por las caracteristicas clinico-epidemiolégicas, se sospeche una
infeccion por SARS-CoV-2, dado que la deteccion del antigeno
viral implica replicacion activa del virus, un resultado positivo
de la prueba indicaria infeccion activa por SARS-CoV-2.

Hay posibilidad de falsos negativos si®**:

* Carga viral insuficiente del paciente en el momento de
realizacion de la prueba.
Sensibilidad insuficiente de la prueba.
Técnica de recogida inadecuada; transporte inadecuado.

Hay que tener en cuenta ademas la diana antigénica ya que
algunas proteinas virales se producen en mayores concentra-
ciones (por ejemplo: la proteina N en comparacion con la S).

Pueden aparecer falsos positivos® si hay reactividad cruza-
da con otros coronavirus humanos.

Actualmente la principal indicacién de las PDRA es la detec-
cion de infeccién activa en personas con sintomas compatibles
(en los 5-7 primeros dias desde el comienzo de la clinica) en
paises 0 areas con alta transmision comunitaria donde el siste-
ma sanitario esta sobrecargado y no haya posibilidad de reali-
zar TAAN a todos los casos sospechosos. Se puede considerar su
utilizacion en pacientes asintomaticos contactos de casos, ya
que las cargas virales son similares en sintomaticos y asintoma-
ticos, aunque no estan especificamente autorizados para este
uso. Tampoco se recomienda su empleo para estudios de criba-
do salvo circunstancias determinadas®.

PRUEBAS DE DETECCION DE ANTICUERPOS:
DIAGNOSTICO SEROLOGICO

¢En qué consisten? ;Qué sensibilidad y especificidad tienen?

Las pruebas seroldgicas consisten en la deteccion de anticuer-
pos antivirales especificos IgM, 1gG, IgA o inmunoglobulinas (Ig)
totales en una muestra de plasma o suero. Existen diferentes téc-
nicas para la deteccion de anticuerpos y se pueden clasificar en*:

* Pruebas rapidas (point-of-care tests): la mayoria estan

basadas en la ICT.
Pruebas de laboratorio: ensayos por inmunoabsorcion
ligado a enzimas (ELISA) (Figura 3) o inmunoensayos qui-
mioluminiscentes (CLIA). Estas son mas sensibles que las
pruebas rapidas.

Tanto las pruebas rapidas como las de laboratorio pueden
detectar las 1gG e IgM, e incluso IgA, por separado o Ig totales
en suero, plasma o sangre entera, aunque hay pruebas de ICT
para muestras de saliva.

Estas técnicas, como las pruebas de deteccion de antigenos,
se fundamentan en la afinidad antigeno-anticuerpo y como
diana antigénica se usan mayoritariamente la proteina Sy la
proteina N. La diana antigénica determina la reactividad cruza-

Tabla 2. Valores predictivos positivo y negativo e impacto en los resultados segtin la probabilidad preprueba®.

Probabilidad preprueba Valor predictivo negativo

Valor predictivo positivo

Impacto en los resultados

Baja Alto Bajo Probabilidad de falsos positivos aumenta
Probabilidad de verdaderos negativos aumenta
Alta Bajo Alto Probabilidad de verdaderos positivos aumenta

Probabilidad de falsos negativos aumenta
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Antigeno '
Anticuerpo fijado al pociHOY

Figura 4a

Anticuerpo conjugado

Figura 4b

E: enzima; P: producto; S: sustrato.

Figura 3. Enzimoinmunoanalisis (ELISA). Existen cuatro tipos de ELISA: directo,
indirecto, tipo sandwich y competitivo. Generalmente los anticuerpos espe-
cificos estan fijados sobre la superficie de pocillos en placas de poliestireno

y retienen a los antigenos presentes en la muestra. Se usan anticuerpos
especificos del antigeno marcados con enzimas y se produce un cambio de
color al interaccionar con el sustrato especifico’.

day especificidad ya que la N estd mas conservada en los coro-
navirus que la Sy dentro de la proteina S, Ia proteina de unién
al receptor (receptor-binding protein [RBD]) esta mas conserva-
da que la subunidad S1 o la proteina S completa.

Por ultimo, también se estan desarrollando pruebas de de-
teccion de anticuerpos neutralizantes, aungue no estan autori-
zadas por el momento. Los anticuerpos neutralizantes son un
subtipo de anticuerpos que bloquean la entrada del virus en Ia
célula huésped e impiden el progreso de la infeccion.

En cuanto a la sensibilidad y especificidad de las pruebas
serologicas comercializadas son variables y los estudios inde-
pendientes alin son insuficientes, pero hay pruebas disponibles
con especificidad cercana al 100%%** A pesar de ello la mayoria
coinciden en que: 1. su sensibilidad maxima se alcanza a partir
de la 22-32 semana tras inicio de los sintomas y 2. la especifici-
dad suele ser alta, dependiendo de las dianas antigénicas utili-
zadas?. Para disminuir el riesgo de falsos positivos, se requiere
una prueba altamente especifica y testar pacientes con una
alta probabilidad de que hayan estado expuestos al virus (pro-
babilidad de pre-prueba alta) (Figura 3).

En el siguiente link se encuentra una lista de aquellas que
han obtenido la EUA por la FDAy calculos sobre el rendimiento
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esperado asumiendo una prevalencia del 5%: https://www.fda.
gov/medical-devices/coronavirus-disease-2019-covid-
19-emergency-use-authorizations-medical-devices/eua-
authorized-serology-test-performance

¢Como y cuando debe realizarse la prueba?

Cuando una persona inmunocompetente se infecta de
SARS-CoV-2, de forma general desarrollara una respuesta in-
mune con elevacion de anticuerpos especificos contra el virus.
Las IgM se pueden detectar a partir de la primera semana
aproximadamente tras el inicio de los sintomas y pasados unos
15-21 dias aparecen los anticuerpos de tipo IgG* (Figura 1).

Interpretacion de la prueba e indicaciones

Las serologias proporcionan informacion sobre una infec-
cion en fase de resolucion o pasada por lo que no se acepta el
uso de estas pruebas para el diagndstico de la infeccion aguda.
Por otro lado, se desconoce aun el tiempo que los anticuerpos
se mantienen detectables. Algunos pacientes no desarrollan
niveles detectables de anticuerpos a pesar de haber pasado la
infeccion, por lo que una serologia negativa no descarta una
infeccion previa. No se puede descartar tampoco la reactividad
cruzada con otros coronavirus humanos por lo que puede ha-
ber falsos positivost“.

Por el momento su indicacion mas clara es la monitorizacion
de la pandemia y estudiar la epidemiologia. Si bien no esta in-
dicado su uso para el diagnostico agudo, las pruebas de detec-
cion de anticuerpos podrian ser utiles para complementar el
uso de la PCR en determinadas situaciones como en pacientes
con sospecha clinica, pero con tiempo de evolucion de mas 10-
14 dias en los que se sabe que la sensibilidad de la PCR o prue-
bas de deteccion de antigeno va disminuyendo a la vez que va
aumentando la de las pruebas de deteccion de anticuerpos.
También se podria utilizar para casos pediatricos con sospecha
de sindrome inflamatorio multisistémico pediatrico vinculado
a SARS-CoV-2 (SIM-Peds) por la misma razén>*.

Otra indicacién seria la identificacion y estudio de posibles
donantes humanos para la obtencién de suero hiperinmune y
plasma de convalecientes como tratamiento en casos graves de
COVID-19y evaluacion de la vacuna.

¢Cuando esta indicada cada prueba?

Los objetivos del diagnostico de SARS-CoV-2 son el control
epidemiologico de la pandemia principalmente y el manejo cli-
nico del paciente. Es importante tanto el conocimiento de las
pruebas diagnosticas como las indicaciones especificas de cada
unadeellasy suinterpretacion. Las indicaciones de usoy el ren-
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Tabla 3. Interpretacion clinica de las pruebas diagnosticas®.

PCR Ag | Igm IgG Interpretacion

+ - - -

Fase presintomatica

Fase inicial (aprox. 1-7 dias)

2.2fase (8-14 dias)

32fase (>15 dias)

Infeccion pasada (inmune)

dimiento de cada prueba segun el momento de evolucion de Ia
infeccion seindicanen laTablalyen laFigura1.EnlaTabla 3 se
resume la interpretacion clinica de las pruebas diagnosticas.
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*  Diagnostic testing for SARS-CoV-2: interim guidance, 11 September 2020.
En:Organizacién Mundial dela Salud [en linea] [consultado el 18/12/2020].
Disponible en: https://appswho.int/iris/handle/10665/334254
Guia provisional de la OMS para el diagndstico de infeccion por SARS-
CoV-2 que actualiza la previa. Aborda la recoleccion de muestras, las
TAAN, las pruebas de deteccion de antigenos y las pruebas de deteccion
de anticuerpos.

*  Antigen-detection in the diagnosis of SARS-CoV-2 infection using rapid
immunoassays: interim guidance, 11 September 2020. En: Organiza-
cion Mundial de la Salud [en linea] [consultado el 18/12/2020]. Dispo-
nible en: https:/wwwwho.int/publications/i/item/antigen-detection-
in-the-diagnosis-of-sars-cov-2infection-using-rapid-immunoassays
Ofrece consideraciones para la integracion las pruebas rdpidas antigéni-
cas en los programas de gestion de brotes de COVID-19, reconociendo que
aun hay insuficientes datos sobre su rendimiento y la utilidad operativa.

e Guidance for Healthcare Workers about COVID-19 (SARS-CoV-2) Tes-
ting Updated July 31,2020. En: Centers for Disease Control and Preven-
tion [en linea] [consultado el 18/12/2020]. Disponible en: https://
www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/hcp/testing.html
Resumen de recomendaciones de los CDC con respecto a las estrategias de

pruebas de COVID-19 en diferentes situaciones y en diferentes entornos.
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