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Resumen

El estindar de oro actual para la deteccién de SARS-CoV-2, agente causal de la pandemia
de neumonia atipica (COVID-19) que aparecié por primera vez en la ciudad de Wuhan
(provincia de Hubei, China) en diciembre de 2019 (1), es la RT-qPCR. El protocolo
estdndar implica la transcripcién inversa de ARN de SARS-CoV-2 en cadenas de ADN
complementarias (ADNc), seguida de la amplificacién de regiones especificas del ADNec.
Este procedimiento demanda varias horas para ser completado y deriva en que la informacién
final del estado de la infeccién pueda demorar hasta 24 horas. Ante la necesidad de
disminuir el riesgo de una posible propagacién viral dentro de la poblacién originada por
la rdpida transmisién del SARS-CoV-2, se ha buscado prevenir el contagio, la propagacién
nosocomial y la transmisién comunitaria posterior, a través de la identificacién rdpida de
casos sospechosos, y predecir las posteriores ondas infecciosas de recurrencia viral. Para
esto, se vienen desarrollando métodos de laboratorio rdpidos o point of care testing (POCT),
que disminuyen el tiempo de diagnéstico y minimizan el riesgo de contagio por parte de

los operadores.
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Abstract

The gold test to detect SARS-CoV-2, the etiologic agent that leads to the pandemic of
atypical pneumonia (COVID 2019) that first appeared in Wuhan City, Hubei Province
of China in December 2019 (1), is the RT-qPCR. The standard protocol involves reverse
transcription of SARS-CoV-2 RNA into complementary DNA strands (cDNA), followed
by the amplification of cDNA specific regions, a procedure that takes several hours to
complete and which results in the final information from the infection status can take
up to 24 hours. For this reason, and due to the need to reduce the risk of possible viral
spread within the population caused by the fast transmission of SARS-CoV-2, in order to
prevent nosocomial spread and subsequent community transmission through the quick
identification of suspected cases, and to predict the further infectious waves of viral
recurrence, rapid laboratory methods or Point of Care Testing (POCT) are being developed
to reduce the diagnosis time and minimize the risk of contagion by the operators. These
tests are discussed below.

Keywords: Human coronavirus; SARS-CoV-2; COVID-19; POCT.

Metodologias POCT para el estudio
de SARS-CoV-2 (2)

Serologicas

Estas pruebas detectan, en sangre, suero
o plasma (2,3), los anticuerpos generados
como respuesta a la infeccién por SARS-
CoV-2 (4,5,6). En pacientes jévenes y sa-
nos, la IgM y la IgA aparecen entre el cuar-
to y el sexto dia del inicio de los sintomas,
con pico en el dia 14 (7,8). En pacientes
inmunodeprimidos y crénicos la respues-

ta se da entre el séptimo y decimocuarto
dia. Por su parte, los anticuerpos IgG se
retrasan en algunos casos y aparecen entre
los dias 15y 21 (8,9,10,11), de modo que
aparece su pico entre los dias 17 y 19. Por
ello, una POCT seroldgica realizada de-
masiado temprano puede no caracterizar
adecuadamente el estado de los pacientes
y generar falsos negativos (7,12,13,14,15).

Las metodologias usadas son Elisa e inmu-
nocromatografia de flujo lateral con par-
ticulas de oro coloidal (16). Las proteinas
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virales de la espiga (S) y la nucleocdpside
(N) actian como antigenos. Otros forma-
tos, como el de inmunoflorescencia y bus-
queda de anticuerpos neutralizantes, solo
estdn disponibles en laboratorios de refe-
rencia o investigacién (17). La sensibilidad
de los productos comerciales varia entre el
40 % y 93 %, y la especificidad entre 93 %
y 100 % (5,8,10,12,18), por lo que la tasa
de casos falsos negativos puede ser sustan-
cial (8).

Asimismo, se ha reportado reactividad
cruzada por la inmunidad adquirida con-
tra otros coronavirus como el SARS-CoV
(4,19,20). Por ello, la Organizacién Pana-
mericana de la Salud (OPS) y la Organi-
zacién Mundial de la Salud (OMS) reco-
miendan validar y evaluar el rendimiento
de estas pruebas en términos de especifi-
cidad y sensibilidad, y han aconsejado que
cada pais realice sus propias validaciones
antes de implementarlas (20,21). Igual-
mente, aunque estas pruebas no las indi-
can para el diagndstico clinico temprano,
las consideran herramientas valiosas para
la vigilancia, prediccién del resultado de
la enfermedad y la investigacién epidemio-
légica (19,20,21). La lista de los ensayos
en evaluacién estd disponible en el sitio

web de la Foundation for Innovative New
Diagnostics (FIND) (22).

Para mejorar los criterios de calidad y el in-
dice de deteccién se ha propuesto emplear
la combinacién rtRT-PCR e IgM/IgG en
pacientes que seroconvierten (23,24); ob-
tener muestras de suero emparejadas (en la

fase aguda y convaleciente); utilizar como

agente causal de COVID-19

antigeno secciones de la proteina S que sean
particularmente distintas entre los corona-
virus, y recurrir a ensayos basados en la me-
todologia de antigeno recombinante (3,19).

Ventajas (6,17,25):

e Rapidez en la obtencién de resultados

e Produccién masiva y de bajo costo

* Baja o nula carga viral de las muestras
usadas

e Adaptables a diferentes formatos de
diagnéstico

e Pueden utilizarse en el sitio de la toma
de la muestra

Desventajas (6,17,25):

e Posibilidad de falsos negativos o posi-
tivos

e Problemas de reproducibilidad entre
lotes

e Resultado esencialmente cualitativo o
semicuantitativo

* Requieren la respuesta inmune del in-

dividuo

Antigénicas

Con estas pruebas se detectan componen-
tes estructurales del virus SARS-CoV-2
como la proteina de la nucleocdpside (N)
(26,27)y las subunidades S1 o S2 de la
proteina espiga (S) (28,29), en muestras
de esputo o hisopado nasofaringeo u oro-

faringeo, que se recolectan en etapas tem-

pranas de la enfermedad (30,31,32,33).
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Las metodologias disponibles para estos
ensayos son la inmunocromatografia con
incorporacién de particulas de oro coloi-
dal y los ensayos inmunofluoresecentes
(34). También se han desarrollado pruebas
inmunocromatograficas de fluorescencia
que correlacionan 100 % con la qRT-PCR
(27). Todas ellas utilizan anticuerpos mo-
noclonales especificos contra el SARS-
CoV-2 que son complejos. Por ello, para
mejorar los valores diagnédsticos se requiere
concentrarlos o amplificar la fase de detec-
cién (35). La lista de los ensayos en eva-

luacién estd disponible en la pdgina de la

FIND (22).

Teéricamente el antigeno viral es el mar-
cador especifico del virus y precede la
aparicién de anticuerpos; por lo tanto, la
deteccién del antigeno implica replicacién
activa del virus e indica infeccién actual
por SARS-CoV-2 (25). Sin embargo, aun-
que hay estudios que demuestran buena
sensibilidad, especificidad y correlacién
de estas pruebas con la qRT-PCR (27,36),
otros la refutan y plantean la posibilidad
de obtener falsos negativos (6,21,25,30).
De igual manera, mientras algunos labora-
torios sefialan que no hay reaccién cruzada
con otros coronavirus, otros la confirman
(37), de manera que no se puede descartar
la presencia de falsos positivos (6).

Todo ello ha llevado a la OMS a no re-
comendar, hasta ahora, el uso de pruebas
rdpidas antigénicas para la atencién del

paciente, aunque invita encarecidamente a

investigar su rendimiento y posible utili-
dad diagnéstica (21).

Ventajas (10,24,35,38)

e Rapidez, sencillez y facilidad de es-
tandarizacién

e Adecuada sensibilidad si

fluorimetria

se utiliza

e Buena correlacién con la qRT-PCR
e Buen valor predictivo positivo
e No presentan problemas de contami-

nacién
Desventajas (6,17)

* Riesgo bioldgico en la toma de la
muestra

e No permiten procesar gran nimero de
muestras en periodos cortos de tiem-
po

 Posibilidad de obtener falsos positivos

e Carga viral presente no cuantificable

e Al momento es incierta su utilidad

diagnéstica

Moleculares

Estas muestras se fundamentan en la am-
plificacién isotérmica mediada por bu-
cle de transcripcién inversa RT-LAMP,
método que se ha venido utilizado para
la deteccién rdpida de virus ARN como
SARS-CoV, MERS-CoV e influenza
(39,40,41,42). No obstante, ain estdn en
desarrollo para la identificacién de SARS-
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CoV-2 (45,46,47,48,49,50) y no se ha ava-

lado su utilidad en entornos clinicos (2).

Los ensayos LAMP incluyen la amplifica-
cién exponencial de secuencias especificas
de dcido nucleico a una temperatura cons-
tante en la que se emplean un total de seis
cebadores: dos internos, dos externos y dos
de bucle, que facilitan y aceleran la ampli-
ficacién y deteccién. Incorporan también
una ADN polimerasa de desplazamiento
de cadena, que actiia a una temperatura
constante de 60 a 65 °C(39,46,51). La for-
macién en estructura de bucle elimina el
paso de desnaturalizacién a 90 °C que es
esencial en la qRT-PCR para obtener ADN

monocatenario (52,53).
Ventajas

* Mayor velocidad de amplificacién
(45,51,54)

* Especificidad y sensibilidad compara-
bles a la qRT-PCR (46)

* Se obtiene mds ADN que en la qRT-
PCR (51,55,56,57)

e Permiten muestras clinicas variables
(hisopados orales, de garganta, nasales
o nasofaringeos y lavado broncoalve-

loar) (2)
Desventajas (51,58)

¢ Evitan la inclusién de un control in-
terno de inhibicién de la PCR
* Requieren de un sistema de disefio de

cebador complejo

agente causal de COVID-19

e El tamano del producto final limita
aplicaciones posteriores como la clo-
naciéon

* Durante las manipulaciones del ensa-
yo son sensibles a los contaminantes
en aerosol

Otras POCT moleculares en ensayo son la
metodologia Sherlock (4,59,60) y un sis-
tema de deteccién basado en Casl3a (61).
;Son dutiles o no estas pruebas? Depende de
su correcta aplicacién (figura 1) e interpre-
tacién clinica (tabla 1)
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Figura 1. Uso de las pruebas POCT en COVID-19.
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Tabla 1. Interpretacién clinica pruebas POCT (62).

Resultado

Significado clinico

_ _ _ Negativo

_ _ + Positivo

+ _ Probable positivo

+ + Probable positivo

B + _ Positivo

_ + + Recuperado. Infeccién resuelta
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