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CAPITULO |

RESUMEN

La enfermedad por coronavirus (COVID-19) es una infeccion viral altamente transmisible
que se manifiesta por el sindrome respiratorio agudo severo coronavirus 2 (SARS-COV-2)
(1)(2). A finales de diciembre del 2019, se notifico un grupo de casos de neumonia
inexplicables en Wuhan, China y se extendié por todo el mundo (3). Esta enfermedad
constituye un gran problema de salud publica mundial por la alta propagacion del virus y el
gran contagio que representa. EI aumento exponencial de casos de infeccién por COVID-19
por contacto directo a través de acercamiento fisico entre una persona infectada y una persona
susceptible ha generado nuevas politicas publicas para mitigar la propagacion del virus y
poder controlar el brote (2). En esta revision, destacamos caracteristicas del virus,
epidemiologia, enfermedad producida por el virus, técnicas fenotipicas y moleculares Utiles

para la deteccion del virus.

ABSTRACT
Coronavirus disease (COVID-19) is a highly communicable viral infection manifested

by the severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-COV-2) (1) (2). In late
December 2019, a cluster of unexplained pneumonia cases was reported in Wuhan,
China and spread across the world (3). This disease constitutes a major global public
health problem due to the high spread of the virus and the great contagion it represents.
The exponential increase in cases of COVID-19 infection by direct contact through
physical contact between an infected person and a susceptible person has generated new
public policies to mitigate the spread of the virus and to control the outbreak (2). In this
review, we highlight characteristics of the virus, epidemiology, disease caused by the

virus, phenotypic and molecular techniques useful for the detection of the virus.

Keywords: Covid-19, SARS-Cov 2, diagnostico microbiologico, técnicas fenotipicas y

moleculares.



CAPITULO Il

JUSTIFICACION, PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El coronavirus es uno de los principales patdgenos que ataca el sistema respiratorio humano
provocando un tipico resfriado comdn, no obstante, algunos brotes anteriores de coronavirus
(CoV) incluyendo el sindrome respiratorio agudo severo (SARS)-CoV, el sindrome
respiratorio de Oriente Medio (MERS)-CoV, se caracterizaron por ser agentes altamente
patdgenos y colapsar la salud publica mundial (2). EI SARS-CoV surgio en la provincia de
Guangdong de China en 2002 y se extendio a los cinco continentes a traves de rutas aéreas,
infectando a 8.098 personas y causando 774 muertes. En 2012, el MERS-CoV surgi6 en la
Peninsula Arabiga, donde sigue siendo un importante problema de salud pablica, y se exportd
a 27 paises, infectando un total de 2,494 personas y cobrando 858 vidas (4). A finales de
diciembre del afio 2019 se presentd un grupo de personas con diagnostico inicial de neumonia
de etiologia desconocida pero vinculados epidemioldgicamente a un mercado de mariscos y
animales exoticos en Wuhan, provincia de Hubei, China. (1,2) Los primeros informes
predijeron el inicio de un posible brote de coronavirus dada la estimacién de un aumento del
numero de casos para una nueva cepa de coronavirus de 2019 (COVID-19, nombrado por la
OMS el 11 de febrero de 2020) (2). El SARS-CoV-2 (Covid-2019) afecté a mas de 90.000
personas y mat6 a méas de 3.000 de los afectados en més de 60 paises al 3 de marzo de 2020
(4). EI 30 de enero de 2020, la Organizacion Mundial de la Salud declaré que la epidemia de

SARS-CoV-2 era una emergencia de salud publica de importancia internacional (4).

En Latinoamérica, el primer caso fue reportado en México a finales de febrero, en Colombia
el primer caso fue confirmado el dia 6 del mes de marzo del 2020, el cual fue importado de
Italia (5). Los datos que se informaron entre el 28 a 29 de marzo de 2020, reportd que
Chile tiene la mayor tasa de infectados con 106 por millén de habitantes (total de 1,909
casos) y entre los paises con menor tasa encontramos a México y Colombia, con 7y 13
casos por millon de habitantes (5) cuyos datos se ven afectados por factores internos de
los planes de salud de cada pais; las pruebas diagnosticas limitadas y la rapidez con la que se

emite un resultado de las mismas (5). En Colombia, hasta el 29 de marzo de 2020 se
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reportd 608 casos confirmados, 8 muertes, 8 recuperados y 11.514 casos descartados (9). La
mayoria de casos se encontraron concentrados en Bogota (264 casos, 43%), Antioquia (67
casos, 11%) y Cartagena (27 casos, 4%)(5). De todos los casos confirmados al finalizar
marzo, el 91% de los casos cursan con enfermedad leve, el 5% tienen enfermedad
severa que requiere manejo intrahospitalario, 2% de los casos se encuentran en estado

critico con manejo en unidad de cuidados intensivos y el 2% fallecieron(5).

En segundo lugar se planted que el MERS-CoV se origina en los murciélagos, pero el
reservorio que interviene a la propagacion hacia los humanos son los camellos dromedarios
definitivamente (6). Tanto el SARS-CoV como el SARS-CoV-2 estan estrechamente
relacionados y se originan en los murciélagos, que muy probablemente sirven como
reservorios de estos dos virus(4); Mientras que las civetas de la palmay los perros mapache
han sido reconocidos como huéspedes intermediarios para la transmisién zoonética del
SARS-CoV entre murciélagos y humanos (6), el huésped intermedio del SARS-CoV-2 sigue

siendo desconocido.

Esta revision técnica o monografia de trabajo de grado tuvo como fin analizar y describir las
caracteristicas y utilidad de las técnicas fenotipicas y moleculares disponibles en el mercado
para la deteccion del virus SARS-COV-2, teniendo en cuenta que son tecnologias de
diagnostico clave para la enfermedad COVID-19. El trabajo estd enmarcado en: 1. explicar
los fundamentos de las pruebas principales para la deteccién del COVID-19, 2. comparar
parametros analiticos y limitaciones de cada prueba en los diferentes estadios de la
enfermedad y 3. Conocer los valores de sensibilidad y especificidad de las pruebas

fenotipicas y moleculares Utiles para detectar el virus SARS-COV-2.

El proyecto permite generar un informe comparativo que ayudarad al personal de salud,
investigadores, y a organismos de atencion medica a evaluar las pruebas existentes en el

mercado.
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CAPITULO 111

MARCO TEORICO

REFERENTES CONCEPTUALES
El coronavirus es un virus ARN monocatenario positivo y envuelto. Pertenece a la subfamilia

Orthocoronavirinae, con caracteristicas en puntas "en forma de corona” en sus superficies
(6). Pertenece al género beta- coronavirus que a su vez se puede dividir en varios subgrupos.
El 2019-nCoV, el SARS-CoV y el CoV similar al SARS en murciélagos pertenecen al
Sarbecovirus, mientras que el MERS-CoV al Merbecovirus. EI SARS-CoV, MERS-CoV y
2019-nCoV causan enfermedades en los seres humanos, pero cada subgrupo puede tener
caracteristicas biologicas y virulencia levemente diferentes (7); esta enfermedad es de
notificacion obligatoria por parte de los entes competentes; una vez que las personas estan
infectadas por el 2019-nCoV, la carga viral aumenta inicialmente y ain puede detectarse 12
dias después del inicio de los sintomas dependiendo del tamizaje realizado; por lo tanto, la
infectividad de los pacientes con 2019-nCoV puede durar aproximadamente 2 semanas; sin
embargo, si existen particulas virales infecciosas de pacientes en una etapa posterior se

requiere validacion por parte de personal competente (7).

Las diferentes cepas de coronavirus circulaban en el ambiente sin otorgar mayores
complicaciones de salud a las personas, referentes a manifestaciones respiratorias (8). En
Wouhan, China. Inicialmente se gener6 un brote que involucro a un mercado local, el Huanan
Seafood Market, con un significativo niUmero de personas, al menos 41 personas (7). La
autoridad sanitaria local emiti6 una “alerta epidemioldgica” y el mercado cerrd el primero de
enero de 2020. Un total de 59 casos sospechosos con fiebre y tos seca fueron remitidos a un
hospital designado (el Jin Yin -tan Hospital). De los 59 casos sospechosos, 41 pacientes
fueron confirmados mediante secuenciacién de proxima generacion o reaccion en cadena de
la polimerasa con transcripcion inversa en tiempo real (RT-PCR) (8). En los dias siguientes,
una explosion de casos se extendio desde Wuhan a toda la provincia de Hubei.

Posteriormente, muchas ciudades y provincias fueron atacadas por este virus.

Una de las razones puede deberse a la gran carga de transporte durante el periodo del Afio

Nuevo Lunar chino (el 25 de enero). El primer caso exportado fue a Tailandia el 13 de enero
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de 2020. Sin embargo, la enfermedad se propagé rapida y globalmente (7,8). No solo se
notificaron grupos familiares, sino también brotes en transatlanticos. Al 6 de febrero de 2020,
la OMS habia documentado un total de 28.276 casos confirmados con 565 muertes en todo
el mundo, en al menos 25 paises (1)(8). La OMS emiti6 una alarma de emergencia de salud
publica de importancia internacional (ESPII) el 30 de enero de 2020. Se estaban llevando a
cabo muchos procedimientos de cuarentena estrictos y vigilancia de la fiebre. Se estimé que
las tasas de mortalidad inicial para los pacientes en el hospital eran del 11% al 15%, pero los
datos mas recientes eran del 2% al 3%(8). Las transmisiones se producen a través de
aerosoles emitidos al hablar y por contacto con mucosas (8) Es muy probable que el contagio
de persona a persona se produzcan a través de aerosoles al hablar, toser o incluso respirar, y

por contacto directo (2)(8).

El COVID-19 tiene un periodo de incubacién medio de 5,2 dias (4). La infeccion es aguda,
muchos pacientes sintomaticos y muchos pacientes asintomaticos. Los sintomas suelen
comenzar con sindromes inespecificos, que incluyen fiebre, tos seca y fatiga (1)(2)(6)(7).
Pueden estar involucrados multiples sistemas, incluidos el respiratorio (tos, dificultad para
respirar, dolor de garganta, rinorrea, hemoptisis y dolor en el pecho), gastrointestinal (diarrea,
nauseas y vomitos), musculo esquelético (dolor muscular) y neurolégico (dolor de cabeza o
confusion) (7). Los signos y sintomas mas comunes son fiebre (83% - 98%), tos (76% - 82%)
y dificultad para respirar (31% - 55%). Aproximadamente el 15% presenta fiebre, tos y
dificultad para respirar (3). Después del inicio de la enfermedad, los sintomas son de alguna
manera leves y la mediana del tiempo hasta el primer ingreso hospitalario es de 7 dias (4 a
8). Pero la enfermedad progresa a dificultad para respirar (8 dias), sindrome de dificultad
respiratoria aguda (SDRA) (9 dias) y ventilacion mecéanica (10,5 dias) en aproximadamente
el 39% de los pacientes (7). Los pacientes con enfermedad cronica desarrollan SDRA y
evolucionan en un periodo de tiempo corto, y mueren por falla organica multiple (2)(7). El
virus COVID 19 puede ingresar al huésped a través del tracto respiratorio o superficies
mucosas (como la conjuntiva), no se ha confirmado la transmision oral-fecal (8). El virus
tiene un tropismo preferencial por las células epiteliales de las vias respiratorias humanas y

el receptor celular, como el SARS, es el ACE2 (7).
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Teniendo en cuenta que en la actualidad se presentan diversos patdgenos que inducen a
infecciones del tracto respiratorio se debe considerar muchos diagnosticos diferenciales que
causan la neumonia viral comun y que se relacionen con el COVID-19. La influenza,
parainfluenza, infeccion por adenovirus, infeccion por virus respiratorio sincitial, infeccion
por metapneumovirus y patdgenos atipicos, como Mycoplasma pneumoniae y Clamydophila
pneumoniae, etc. Son algunos de los patdgenos a relacionar (1)(7). Por lo tanto, es crucial
rastrear el historial de viajes y exposicion al acercarse a un paciente sospechoso que regresa
de un érea epidémica. Conjuntamente, los kits comerciales de diagndstico sindromico
respiratorio que detectan multiples agentes etioldgicos (como el panel respiratorio Filmarray)

pueden ayudar al diagnostico diferencial oportuno (7).

El diagndstico de laboratorio para COVID-19 debe realizarse en un laboratorio bien equipado
con instalaciones de hasta nivel de bioseguridad 3 para el cultivo viral (2). Condiciones de
laboratorio adecuado, con cualquiera de los siguientes: muestra clinica (hisopado
nasofaringeo, esputo o aspirados de las vias respiratorias inferiores, etc.) que se aislaron e
identificaron como 2019-nCoV Muestra clinica que dio positivo por RT-PCR (2).
Condiciones epidemiolégicas, con cualquiera de los siguientes 14 dias antes del inicio de los
sintomas (3). También a tener en cuenta el historial de viajes o evidencia de contacto con
pacientes con fiebre o sintomas respiratorios en el area epidémica de primera clase de
COVID-19 (actualmente Hubei, incluyendo Wuhan y Guangdong) historial de viajes desde
0 viviendo en otra parte de China continental (incluidos Hong Kong y Guacamayos) (3)
historial de contacto con casos probables o confirmados de COVID-19, incluido el proveedor
de servicios de salud, bajo el mismo techo, contacto directo del moco o fluidos corporales o
condicion clinica y condicién epidemiolégica o cualquier condicion de laboratorio (2). Si el
primer informe de laboratorio es negativo pero los sintomas del paciente persisten sin una
etiologia explicable, se debe examinar una segunda muestra 24 horas después en caso de que
el primer resultado sea negativo, para descartar un resultado falso negativo inicial (guia de
los CDC de Taiwan) (9).

El diagndstico de laboratorio confirmatorio generalmente se basa en un ensayo de RT-PCR
en tiempo real para detectar el ARN viral al dirigirse a una region. Los datos de laboratorio

de rutina en la etapa temprana de la epidemia de COVID-19 son similares a la infeccion viral
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comdun: linfopenia, tiempo de protrombina prolongado, dimero D elevado, enzimas hepaticas
(alanina aminotransferasa), bilirrubina total y lactato deshidrogenasa, con datos de
empeoramiento en casos de UCI. 1 Puede ocurrir leucocitosis si se complica con una
infeccidn bacteriana secundaria. Teniendo en cuenta la seguridad de los pacientes y del
laboratorio, los médicos deben evaluar cuidadosamente la necesidad de tomar muestras de

sangre con frecuenciay realizar una aspiracion para evitar el riesgo de exposicion inesperada

(9).

Las pruebas centralizadas de los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades
de EE. UU. (US-CDC) y otras organizaciones de atencion médica han dado paso a las pruebas
automatizadas que utilizan plataformas comerciales (10). Se conoce que hasta julio de 2020,
méas de 110 pruebas moleculares comerciales han recibido la autorizacion de uso de
emergencia (EUA) de la Administracion de Drogas y Alimentos de los EE. UU. (FDA),
mientras que mas de 300 pruebas basadas en anticuerpos, que no requieren autorizacion de
la FDA, ahogaron el mercado (10). La utilidad diagndstica de las pruebas disponibles se le
ha dado diferentes interpretaciones, lo que podria generar resultados confusos y, a veces,

politicas desacertadas(11).

A lo largo de la infeccidn, el virus se multiplica activamente. En la fase inicial se puede
encontrar en muestras bioldgicas (frotis faringeo o nasofaringeo, aspirado traqueal o lavado
broncoalveolar). Primero hay un periodo de latencia en el que todavia no es posible detectar
la respuesta del sistema inmune, posteriormente en unos dias, comienza a producir
anticuerpos (12). Se producen primero anticuerpos del tipo IgM hasta alcanzar un maximo a
los 7-10 dias para, mas tarde, casi desaparecer. Esta respuesta primaria es indicativa de una
infeccidn aguda. Posteriormente se produciré la respuesta inmune secundaria, mas rapida,
intensa y prolongada y la produccion de anticuerpos de tipo IgG, que duraran mas tiempo en
circulacién(12). Para detectar la presencia del virus (deteccién directa) se emplea dos tipos
de test: la PCR, que detecta el genoma del virus, y los test inmunologicos, que detectan las
proteinas (antigenos) del virus. El tercer tipo es el que detecta los anticuerpos producidos

como respuesta a la infeccion: son los test seroldgicos de deteccion indirecta (12).
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Para detectar el genoma del virus se tiene que conocer el virus, las proteinas virales a detectar,

cuyas proteinas sean propias del SARS-COV-2 y cuales partes del gen del virus se podria

detectar.
Figura 1 Genoma del coronavirus SARS-COV-2
Deteccion antigenos
? ? S Glicoproteina espicular
%&% HE Dimero de hemaglutinina-esterasa
' y & - Proteina M
- Proteina N
V —— RNAMc(+) gendédmico
g?ﬁ Envoltura \
Deteccion anticuerpos
Fuente: Ignacio LoOpez-Gorii, Catedratico de Microbiologia, Universidad de
g g
Navarra

El genoma del virus SARS-CoV-2 es una molécula de ARN monocadena de unos 30 kilo
bases (11). Cuando se toma la muestra, lo primero que se debe hacer es extraer el genoma
del virus mediante un Kit de extraccion de acidos nucleicos. Asi, ademas de inactivar el virus,
se obtiene su genoma ARN (12).

Para la amplificacion del ARN viral hay que pasarlo de ARN a ADN y este proceso se realiza
con otro kit que emplea la enzima transcriptasa inversa o retro-transcriptasa (RT de alli el
nombre)(10). Posteriormente el genoma del virus ya constituido en ADN se amplifica por
PCR (reaccidon en cadena de la polimerasa) haciendo millones de copias de un fragmento del
ADN de manera que se pueda visualizar y su posterior cuantificacion; es decir saber cuantas
copias del virus tenemos por mililitro en la muestra. Si la reaccion es positiva, se demuestra

que habia ARN viral y por tal motivo la persona estaba infectada (12).
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Figura 2 Reaccion de la polimerasa positiva del Genoma del coronavirus SARS-

COV-2
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Fuente: Ignacio Lépez-Goiii, Catedratico de Microbiologia, Universidad de

Navarra

Generalmente lo primero que se obtiene del virus es el genoma, este tipo de pruebas son las
primeras que se desarrollaron; el 13 de enero la OMS ya publicé el primer protocolo.
Normalmente se suelen realizar dos ensayos: uno de cribado y un segundo confirmatorio.
Incluso se puede hacer un tercero de confirmaciéon. Estos tres ensayos de RT-PCR se disefian

para detectar tres genes distintos del virus(12).

Estos test de PCR son altamente especificos y altamente sensibles. Suelen tardar en realizarse
unas cuantas horas, requieren un equipamiento y un personal técnico especializado. Pueden
dar resultado positivo en personas antes de que manifiesten sintomas, pero que ya tengan el
virus. A lo largo de la enfermedad pueden permitir hacer un seguimiento de cdmo va la
infeccion, porque cuando la persona ya se ha curado y no tiene el virus activo, en principio
deberia dar negativo. Aun asi, no se puede descartar que pacientes convalecientes sin

sintomas puedan dar positivo y seguir siendo portadores del virus (12).
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También se podrian detectar las proteinas del virus por medio de test antigénicos que se hace
sobre un soporte ( membrana de nitrocelulosa) se fijan anticuerpos especificos que
reaccionaran contra alguna proteina del virus (12). En este caso es contra las proteinas de la
superficie de la envoltura (proteina S), las que se proyectan hacia el exterior y forman esas
espiculas que dan el nombre a este tipo de virus, corona-virus (12).

Si en lamuestra hay particulas virales, se formara un complejo antigeno-anticuerpo quedando
fijadas; simulando que el virus hubiera sido capturado por el anticuerpo. Después se afiade
un segundo anticuerpo contra el virus de manera que se forme un emparedado: anticuerpo-
virus-anticuerpo. Este segundo anticuerpo estard marcado o sefialado de alguna manera para

poner de manifiesto la reaccion (12).

Figura 3 Deteccion directa de antigenos virales

Fuente: Ignacio Lépez-Goiii, Catedratico de Microbiologia, Universidad de

Navarra

El test basado en la deteccién de moléculas es muy habitual en diagnéstico clinico; su
fundamento es el mismo que las tradicionales pruebas de deteccion de drogas y los test de
embarazo (12). La ventaja es que son mucho mas rapidos y, segun el tipo de soporte, se
pueden realizar en unos pocos minutos. No necesitan un equipamiento especifico ni un
personal técnico altamente calificado y son mas baratos. La desventaja es que son mucho

menos especificos y sensibles que la RT-PCR (12).
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Las pruebas seroldgicas consisten en detectar la respuesta inmunoldgica que presenta un
individuo frente al virus, los anticuerpos, esta deteccion es indirecta en la que no se detecta
el virus sino los anticuerpos que se generaron frente al virus y se emplea una muestra de
sangre. Sobre el soporte se fijan proteinas del virus, normalmente las proteinas méas expuestas
hacia el exterior, como la proteina S de la envoltura. Esto es asi porque el sistema inmune lo
primero que reconoce es lo que esta mas hacia el exterior del virus, con este test se detecta
los anticuerpos que se producen. Si en la muestra hay anticuerpos contra el virus, se adheriran
y quedaran fijados a las proteinas del virus(12). Luego se afiadira un segundo anticuerpo
contra el anticuerpo humano; estos suelen ser anticuerpos de otro animal que reaccionan en
contra de los anticuerpos humanos, porque los anticuerpos humanos en realidad actian como
antigenos en otros animales. Se forma asi un trio: proteinas del virus - anticuerpo humano -
anticuerpo de otro animal. Este segundo anticuerpo estara marcado o sefialado de alguna

manera para poner de manifiesto la reaccion(12).

Figura 4 Deteccion de anticuerpos frente al virus
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Fuente: Ignacio Lopez-Gofii, Catedratico de Microbiologia, Universidad de

Navarra

Si la reaccidn es positiva, demuestra que hay anticuerpos contra el virus y que la persona en
algin momento, ha estado en contacto con el virus y su sistema inmune ha reaccionado
produciendo anticuerpos; esto no implica necesariamente que esté infectado, quiza se haya

curado, o simplemente ha estado en contacto con el virus y no ha tenido sintomas (12).
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Esta técnica es mucho mas rapida que la PCR y, segun el tipo de soporte, se pueden realizar
en pocos minutos, no necesitan un equipamiento especifico ni un personal técnico altamente
calificado y son mas baratos, la desventaja es que son mucho menos especificos que la RT-
PCR (12).

Otra importante desventaja de este tipo de test es que el organismo necesita varios dias para
producir anticuerpos detectables, es decir, que una persona puede estar infectada, pero
durante los primeros dias no dar positivo en este tipo de test. Algunos test de anticuerpos
pueden distinguir el tipo de inmunoglobulina, si es IgM, indicativo de una infeccién reciente,
0 IgG, indicativo de una respuesta secundaria y, por tanto, méas prolongada (12).

La asociacion colombiana de infectologia ha desarrollado un consenso en el que participaron
muchos expertos para la elaboracidn de guias practicas clinicas para el diagnéstico oportuno
y preciso del COVID-19.

La prueba de oro recomendada tanto para el seguimiento epidemioldgico de la pandemia en
cada pais, como para la evaluacion de pacientes en los ensayos de diagndstico y de evaluacion
de intervenciones, es, la basada en amplificacion de acidos nucleicos virales, la RT-PCR en
tiempo real, basada en sondas TagMan fluorescentes (13).

Existen varios protocolos, desde el primero (Corman, 2020) reportado por el Instituto de
Virologia de Charité (Berlin, Alemania) hasta las estandarizadas en Tailandia, Japon y China.
La mayor parte de los paises han implementado el protocolo que fue disefiado por los CDC
(por sus siglas en inglés Centers for Diseases Control) de EE. UU. (12). Esta prueba ha
demostrado alta sensibilidad y especificidad, no tiene reactividad cruzada con otros
coronavirus ni con virus respiratorios estacionales, ademas pueden ser usada en cualquier
contexto(14). Los coronavirus tienen varios blancos moleculares dentro de su genoma para

ser utilizados para ensayos de amplificacion por PCR (14)
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Figura 5 Flujograma de diagnostico de la Infeccion por SARS-CoV-2/COVID-19
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Figura 6 Diagnostico y manejo de la Infeccion por SARS-CoV-2/COVID-19
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Figura 7 Flujograma de las pruebas (seroldgicas) en el paciente asintomatico con

contacto positivo SARS-CoV-2/COVID-19
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Figura 8 Respuesta ante el Covid-19. Evolucidn de la concentracion de ARN,

IgM e 1gG a lo largo de la enfermedad.
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Fuente: Ignacio Lopez-Gofii, Catedratico de Microbiologia, Universidad de Navarra
Los test de deteccion de anticuerpos indican quién estuvo infectado y quiza esta inmunizado,

al menos durante un tiempo contra el coronavirus(14). Si se combinan los resultados de RT-

PCR, con deteccion de anticuerpos (IgM e 1gG) se podria plantear lo siguiente
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Figura 9 Combinacion de resultados de pruebas para el diagndstico de SARS-

CoV-2.

RT-PCR - / Ac- no infectadao, no inmune
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IgM + / IgG - infeccién aguda
lgh + [/ 1gG+ infeccidn aguda
lgM - / 1gG + infeccion pasada

Fuente: Ignacio Lépez-Goiii, Catedratico de Microbiologia, Universidad de

Navarra

No obstante, este planteamiento es una simplificacion y tiene sus limitaciones(14). El que no
se detecten anticuerpos puede no significar que no esté inmunizado. En el caso de infecciones
por virus, que son intracelulares, la inmunidad celular no mediada por anticuerpos es tan
importante 0 méas que la mediada por anticuerpos, es decir, en ocasiones, no hay anticuerpos
pero el individuo puede estar “inmunizado”(12).

Toda esta informacién basada en evidencia puede ayudar a controlar, monitorizar y
desarrollar politicas publicas que permitan controlar y minimizar el impacto del virus a lo

largo de la pandemia.
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PREVENCION POR VACUNAS

Segun las dltimas investigaciones realizadas por el Departamento de Epidemiologia,
Facultad de Salud Publica, Universidad de Zhengzhou, en China, se deben considerar
posibles blancos terapéuticos y/o agentes terapéuticos para minimizar los efectos del
COVID-19. En este momento se deben considerar los estudios realizados a la fecha para
obtener el mejor candidato de inmunizacion, ya que se tienen diversos candidatos, entre ellos

se tienen:

Vacuna de células presentadoras de antigenos artificiales (aAPC)

Las aAPC acelulares son agentes inmunoterapéuticos prometedores que pueden estimular y
amplificar eficazmente las células T CD4 + especificas de antigeno (15). Los receptores
ACE2 median la unién de la proteina espiga del SARS-CoV-2 para la replicacion viral. El
objetivo principal de la vacuna aAPC es utilizar aAPC genéticamente modificados para

reactivar inmunoldgicamente las células T, tratando y previniendo asi COVID-19(15).

Vacuna ChAdOx1

La vacuna ChAdOx1 nCoV-19 es un vector de vacuna contra adenovirus desarrollado por el
Centro de Biofabricacion Clinica de la Universidad de Oxford, Reino Unido. La vacuna
ChAdOx1 nCoV-19 tiene como objetivo desarrollar una fuerte respuesta inmune a partir de
una sola dosis e inhibir la replicacion del virus. La vacuna ChAdOx1 nCoV-19 contiene la
secuencia genética de la proteina de pico de superficie COVID-19, lo que hace que el sistema

inmunoldgico ataque el virus SARS-CoV-2 (15).

Vacuna lentiviral (LV-SMENP-DC) y linfocitos T citotoxicos especificos de antigeno
(CTL)
El LV-SMENP utiliza minigenes COVID-19 disefiados en una vacuna y fue desarrollado por
el Instituto Médico Geno-Inmune de Shenzhen, China. LV-SMENP se desarrolla a partir de
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multiples genes a través del sistema de vector lentiviral (NHP / TYF) para expresar antigenos
COVID-19, lo que provoca modificaciones de células dendriticas (DC) y activacion de
células T. Los CTL son activados por el LV-DC presente en el antigeno especifico de
COVID-19. Después de la vacunacion con LV-DC, los CTL especificos de antigeno se
preparan en 7 a 21 dias y se administran a los sujetos mediante inyeccion subcutanea o
infusion intravenosa [14].. LV-SMENP se encuentra actualmente en un ensayo multicéntrico
de fase 1 / 1l en voluntarios sanos y pacientes infectados por COVID-19 entre nifios (> 6

meses), adultos y poblacion de edad avanzada (<80 afios) para evaluar su seguridad (15).

Vacuna mMRNA-1273: mRNA-1273

Es una nueva vacuna basada en mRNA encapsulada en nanoparticulas lipidicas (LNP) que
codifica una proteina, estabilizada por prefusion de longitud completa del virus SARS-CoV-
2. La vacuna mRNA-1273 fue desarrollada por el Instituto Nacional de Alergias y
enfermedades Infecciosas (NIAID), EE. UU; actualmente se encuentra en la fase | de
desarrollo clinico para evaluar la seguridad, reactogenicidad e inmunogenicidad de la vacuna

en voluntarios sanos(15).

Ad5-nCoV: Ad5-nCoV

Es la primera nueva vacuna modificada genéticamente para COVID-19 desarrollada por
CanSino Biologics y el Instituto de Biotecnologia de Beijing, China. La vacuna utiliza
adenovirus tipo 5 de replicacion defectuosa como vector para expresar la proteina de pico de
SARS-CoV-2. Actualmente, la vacuna AD5-nCoV se encuentra en un ensayo clinico de fase
| activo para investigar su seguridad, reactogenicidad e inmunogenicidad en voluntarios

sanos entre 18 y 60 afios de edad (15).

Vacuna BCG: desde 1921

La vacuna BCG se ha utilizado ampliamente para prevenir la tuberculosis y la lepra. Sin
embargo, actualmente no hay evidencia de que la vacuna BCG sea eficaz contra las

infecciones por coronavirus, se cree que la vacuna BCG puede ayudar a reforzar el sistema

inmunoldgico, reduciendo asi las tasas de infeccion del SARS-CoV-2
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CAPITULO IV

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Analizar y describir las caracteristicas y utilidad de las técnicas fenotipicas y moleculares

disponible en el Mercado para la deteccion del virus SARS-COV-2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Explicar los fundamentos de las pruebas principales para la deteccion del COVID 19.

e Comparar parametros analiticos y limitaciones de cada prueba en los diferentes
estadios de la enfermedad.
e Conocer los valores de sensibilidad y especificidad de las pruebas fenotipicas y

moleculares Utiles para detectar el virus SARS-COV-2.
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CAPITULO V

METODOLOGIA

Se realiz6 una busqueda sistemética de articulos en espafiol e inglés, sobre las bases de datos
PubMed, ScienceDirect, Scopus, Medline y Web of Science relacionados con la enfermedad
COVID-19. Se tendrd en cuenta articulos recientes (desde Dcbre 2019 hasta el mes de
septiembre) para obtener la informacion. Se espera con esta revision mostrar la utilidad y la
sensibilidad, especificidad y limitaciones de las diferentes técnicas fenotipicas y genotipicas
que ayuden a un diagndstico temprano del COVID — 19. Este trabajo se desarrollara dando

forma a los objetivos planteados.

Pruebas de amplificacion de acidos nucleicos
Las técnicas de amplificacion de acidos nucleicos (NAAT) para el diagndstico de COVID-

19 estan disefiadas para detectar secuencias de ARN virico Unicas en genes N, E, S 0 ARN
polimerasa dependiente de ARN (RdRp). El genoma viral del SARS-CoV-2 original se
secuencidy se lanzé en enero de 2020 (10), lo que permitié un rapido desarrollo de las NAAT
de COVID-19, ya que ofrecen una alta precision. Después de tomar muestras y transportarlas
a los laboratorios, los resultados se obtienen normalmente en un par de horas con un limite
de deteccion (LOD) de hasta 0,02 copias / uL. (11). Este tipo de ensayo se recomiendan para
la deteccion de enfermedades en fase aguda incluso cuando los pacientes tienen sintomas
leves o inespecificos (p. Ej., Fiebre, tos). Hay varios NAAT disponibles para el diagnéstico
de COVID-19 (10). Un factor preanalitico importante la recoleccion y el almacenamiento de
muestras porgue si no se realizan adecuadamente afecta el rendimiento general del ensayo.
enumeran muestras del tracto respiratorio superior e inferior, como hisopos nasofaringeos
(NP) u orofaringeos (OP), esputo, aspirados del tracto respiratorio inferior, lavado
broncoalveolar y lavado / aspirado nasofaringeo o aspirado nasal (CDC, 2020a). Las fuentes
alternativas incluyen saliva (10), hisopos anales, orina y heces, lagrimas y secreciones
conjuntivales, para los diagndsticos iniciales, el US-CDC recomienda recolectar una muestra
de las vias respiratorias superiores, dando prioridad al hisopo NP, aunque los hisopos OP

siguen siendo un tipo de muestra aceptable (11).
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Prueba de RT-PCR COVID-19
La reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR) fue el primer

método desarrollado para la deteccion de COVID-19 y es el Gold standard actual(10). Los
acidos nucleicos cargados negativamente se unen selectivamente a la superficie de silice
cargada positivamente en presencia de iones caotrépicos. Después de los pasos de lavado,
los acidos nucleicos adsorbidos se eluyen con una solucion baja en sal, para eliminar la
contaminacion del ADN, el eluato se trata con DNasa, seguido de un tratamiento térmico (15
min, 70 ° C) para inactivar la DNasa (10). EI ARN viral extraido se mezcla con reactivos que
contienen cebadores de genes diana, sondas y controles de RT-PCR y se amplifica.
Dependiendo del disefio de la sonda, los productos de la PCR se pueden detectar durante el
proceso de amplificacién (PCR cuantitativa, qPCR) o después de su finalizacion. La
precision analitica de COVID-19 RT-PCR se basa principalmente en el disefio del cebador,
debido a la alta similitud genomica entre las diferentes especies de coronavirus, la
identificacién de secuencias genéticas Unicas es importante para eliminar la reactividad

cruzada (10). RT-PCR ofrece alta precision y rendimiento.

El panel de diagnostico de RT-PCR en tiempo real 2019-nCoV de los CDC demostré una
sensibilidad clinica del 100% (13/13; I1C del 95%: 77,2% -100%) y una especificidad clinica
del 100% (104/104; IC del 95% : 96,4% -100%)(16).

COVID19-NAAT basado en amplificacidn isotérmica
La utilizacion de amplificacion isotérmica permitid el desarrollo de COVID-19-NAAT. Esta

técnica de amplificacion utiliza ADN polimerasas especializadas con capacidad de
desplazamiento de cadena; las polimerasas pueden abrirse camino y descomprimir un ADN
de doble hebra mientras sintetizan una hebra complementaria. Es importante destacar que la
reaccién tiene lugar a una temperatura fija, eliminando los pasos de ciclos térmicos y
simplificando asi el disefio del dispositivo. Se han adaptado varios métodos de amplificacion
isotérmica para detectar dianas de ARN del SARS-CoV-2 (10). Se demostr6 que las
sensibilidades analiticas de esos métodos de amplificacion isotérmica eran comparables a las
de laRT-PCR, pero con un tiempo de ensayo mas corto (<1 h). Los NAAT isotérmicos tienen
aplicaciones Unicas en el diagnostico del COVID-19, proporcionando resultados rapidos sin

necesidad de equipo especializado(10). Las pruebas basadas en amplificacion isotérmica
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mediada por transcriptasa inversa mostraron una sensibilidad entre 80% y 100%, y una
especificidad entre 73% y 100% para el diagnostico de SARS-CoV-2 (17).

Amplificacion isotérmica mediada por bucle
Amplificacion isotérmica mediada por bucle (LAMP) utiliza 4 o 6 cebadores, la orientacién

6-8 regiones en el genoma, y Bsm ADN polimerasa (11). Cuando comienza la reaccion, los
pares de cebadores generan una estructura de ADN en forma de mancuerna, que
posteriormente funciona como el iniciador LAMP (10). EI método puede generar ~10 9
copias de ADN en una hora, y la reaccion tiene lugar a una temperatura constante entre 60 °
C y 65 ° C. La enzima es resistente a los inhibidores en muestras complejas, por lo que es
posible utilizar muestras bioldgicas (sangre, orina o saliva) con un procesamiento minimo.
La reaccion LAMP produce pirofosfato de magnesio como subproducto, que se puede
aprovechar para la lectura visual del ensayo utilizando indicadores sensibles a los metales o
tintes sensibles al pH. Las pruebas LAMP aprobadas por la FDA ya estan disponibles para la
deteccion de Salmonella'y Citomegalovirus (10). (10). Las pruebas basadas en amplificacion
isotérmica mediada por bucle (RT-LAMP) mostraron una sensibilidad entre 90% y 100%, y
una especificidad entre 80% y 100% para el diagnostico de SARS-CoV-2 (17).

Inmunoensayos COVID-19
Los inmunoensayos detectan la presencia de antigenos especificos de virus o anticuerpos

contra virus. Los NAAT son ideales para diagnosticar infecciones virales durante su fase
inicial; Los inmunoensayos, en especifico las pruebas de anticuerpos, pueden permitir la
deteccion de infecciones pasadas o en curso, promoviendo una mejor comprension de la
dinamica de transmision(11). Los inmunoensayos también pueden aumentar las NAAT para
reducir los resultados falsos negativos; los antigenos y anticuerpos son mas estables que el
ARN vy, por lo tanto, menos susceptibles a la degradacién durante el transporte y
almacenamiento (10). La sensibilidad de las distintas pruebas de diagnostico rapido en
comparacién con la RT-PCR en muestras de las vias respiratorias superiores (hisopados

nasofaringeos) es muy variable, por el contrario, la especificidad es alta (18).

Pruebas seroldgicas
Se basa en pruebas realizadas a través de sangre o/y sus componentes para detectar

anticuerpos contra virus producidos por el huésped (11). Epidemias de SARS anteriores
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mostraron que la inmunoglobulina M (IgM) especifica del virus aparece dentro de una
semana de la infeccidn, seguida de la produccién de IgG para la inmunidad a largo plazo (~
2 afos) (10). Los datos inmunoldgicos para COVID-19 ain no han salido, pero un estudio
reciente (4) indico un patron temprano similar, la positividad de 1gM fue mayor que la de
IgG durante los primeros dias de inicio de la enfermedad, y luego se redujo en
aproximadamente 1 mes (10). La utilidad potencial de las pruebas seroldgicas, no para
diagnosticar COVID-19, sino como una amplia herramienta de deteccion ya que la prueba
de anticuerpos data de para un muestreo aleatorio (es decir, una encuesta serologica), las
agencias de salud publica pueden estimar el tamafio real de la infeccién (prevalencia) y su
tasa de mortalidad(10). La sensibilidad del ensayo es aproximadamente de 93,8% vy la

especificidad del ensayo es de 96,0% (16).

Pruebas de diagndstico rapido
Las pruebas de diagnostico rapido (PDR) se basan en la deteccion de anticuerpos del huésped

en una membrana de nitrocelulosa. Faciles de operar y portatiles, estas pruebas son adecuadas
para analisis POC de sangre por puncion digital, saliva o fluidos de hisopos nasales. Las
muestras se dejan caer en una plataforma de carga y se transfieren mediante movimiento
capilar. Durante este flujo, los anticuerpos de la muestra se unen a las nanoparticulas y todo
el complejo se captura aguas abajo en puntos designados de la membrana mediante
anticuerpos antihumanos (10). Los resultados finales generalmente se muestran como lineas
de colores para la deteccidn a simple vista: una linea de control que confirma la confiabilidad
de la prueba y una (s) linea (s) de prueba que indica la presencia de anticuerpos diana (10).

Esta prueba tiene una sensibilidad del 85% y una especificidad del 98%.

Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
ELISA es una prueba de laboratorio con alta sensibilidad y rendimiento, por lo general,

utiliza una placa de mdltiples pocillos recubierta con proteinas virales. Las muestras de
sangre, plasma o suero de los pacientes se introducen en estos pocillos para la captura de
anticuerpos y luego se lavan. posteriormente, se agregan anticuerpos secundarios marcados
con enzimas, lo que cataliza la generacion de sefiales. El formato de ensayo se puede adaptar
para diferentes modalidades de deteccion, incluidos los métodos colorimétricos,
fluorescentes y electroquimicos (10). La sensibilidad del ensayo es aproximadamente de
88.66% Yy la especificidad del ensayo es de 95% (16).
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Ensayo de deteccion de antigenos
Este ensayo detecta la presencia de proteinas virales (antigenos) a través de un formato de

inmunocaptura convencional, los antigenos virales pueden detectarse cuando el virus se esta
replicando activamente, lo que hace que este tipo de ensayo sea muy especifico. El ensayo,
sin embargo, tiene una sensibilidad subdptima y generalmente requiere concentraciones
suficientes de antigeno en las muestras. Los datos de las pruebas de antigenos de la influenza
mostraron una sensibilidad del 61% y una especificidad del 98%. Por lo tanto, el uso
potencial de los ensayos de antigenos podria ser una prueba de triaje para identificar
rapidamente a los pacientes que probablemente tengan COVID-19, reduciendo o eliminando
la necesidad de pruebas moleculares de confirmacion prolongadas. Se han generado
anticuerpos monoclonales contra la proteina N del SARS-CoV-2 y se estan desarrollando
varios Kits de prueba rapida (10). Sin embargo, la utilidad analitica de estas pruebas
antigénicas rapidas depende de diferentes factores, tales como la carga viral, la calidad de la
muestra y cdmo se procesa (18); Entre las ventajas se encuentra que es de rapida respuesta,
menor costo y no exige equipos o habilidades especiales en comparacion con las técnicas
moleculares, no obstante tienen baja sensibilidad en comparacion de la RT-PCR (18). La
prueba de deteccidon rapida de antigenos es capaz de detectar SARS-CoV-2 con alta
sensibilidad en muestras nasofaringeas con alta carga viral equivalente al menos a 1,7 x
10"5copias / mL (CT <25), pero la sensibilidad disminuye sustancialmente cuando la carga
viral disminuye con valores de CT mas de 30, lo que equivale a 9,4 x 10 ~3 copias / ml, que

es a menudo el caso en pacientes que sufren de COVID-19 (18).

Muchas empresas e institutos se esfuerzan por desarrollar métodos eficaces para la deteccion
rapida del &cido ribonucleico (ARN) del SARS-CoV-2, los anticuerpos, los antigenos y el

Vvirus.

Prueba molecular de la empresa Bosch (Alemania)
Vivalytic. La nueva prueba totalmente automatizada ofrece resultados fiables que permiten

un diagnostico diferencial en menos de 2,5 horas, funcionando con el dispositivo de analisis
Vivalytic de Bosch Healthcare Solutions, puede apoyar instalaciones médicas como
consultorios médicos, hospitales, laboratorios y centros de salud en la realizacion de
diagnosticos rapidos. La prueba rapida de Bosch es una de las primeras pruebas de

diagnostico molecular completamente automatizadas del mundo que pueden ser utilizadas
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directamente por todas las instituciones médicas. Ademas, permite analizar una sola muestra
no solo para COVID-19 sino también para otras nueve enfermedades respiratorias, incluidas
la gripe A y B, simultaneamente. “La caracteristica especial de la prueba de Bosch es que
ofrece un diagnostico diferencial, lo que ahorra a los médicos el tiempo adicional necesario
para realizar mas pruebas. También les proporciona un diagnostico confiable rapidamente
para que puedan comenzar un tratamiento adecuado mas rapido “, dice Marc Meier,
presidente de Bosch Healthcare Solutions GmbH. La prueba es el resultado de la
colaboracién entre la filial Bosch Healthcare Solutions de la compafia y la compafiia de
tecnologia médica de Irlanda del Norte Randox Laboratories Ltd. “Junto con nuestro socio
Randox, hemos logrado desarrollar esta prueba rapida innovadora en muy poco tiempo
marco, y ahora estamos en condiciones de ofrecerlo al mercado. El dispositivo de analisis
Vivalytic de Bosch evalla la prueba de forma segura y confiable directamente en el hospital,
en el laboratorio o en el consultorio del médico, garantizando la mejor proteccion posible
para los pacientes y el personal médico”, dice Meier. Actualmente, la compaiiia esta
examinando como puede ayudar a los médicos y al personal de enfermeria en instalaciones
médicas como el Hospital Robert Bosch a hacerse la prueba de inmediato para que puedan
estar en forma para trabajar el mayor tiempo posible, sin riesgo de infectar a otros. En varias
pruebas de laboratorio con SARS-CoV-2, la prueba de Bosch arrojé resultados con una
precision de mas del 95% (sensibilidad de 98% y 100% de especificidad), la prueba rapida
cumple con los estandares de calidad de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Se
toma una muestra de la nariz o garganta del paciente con un hisopo. Luego, el cartucho, que
ya contiene todos los reactivos necesarios para la prueba, se inserta en el dispositivo Vivalytic
para su analisis; el analizador Vivalytic esta disefiado para ser tan facil de usar que incluso el
personal médico que no ha sido especialmente capacitado en él, puede realizar la prueba de
manera confiable; esta prueba es similar al ensayo Abbott RealTi m e SARS - CoV -2 en el
sentido de que reduce el tiempo de intervencidn y puede confirmar una prueba positiva en
2,5 h y se basa en la forma de prueba mas abundante en este momento que se esta utilizando,
es decir, se basa en la reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcién inversa
cuantitativa RT-PCR (19).
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Prueba Neokit-Plus-Covid 19 (Argentina).
Cientificos argentinos presentaron el nuevo NEOKIT PLUS. El nuevo test de COVID-19

mas eficiente y sencillo de utilizar, que cuenta con la aprobacién de la Administracion
Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica de Argentina (ANMAT). El
NEOKIT PLUS es un test diagndstico molecular sensible y especifico, simplificado y

abreviado con varias caracteristicas Unicas:

o Indica si esta, o0 no, presente el virus de COVID-19, tanto en casos sintomaticos como
asintomaticos
o Puede aplicarse en una muestra de saliva o en hisopado directo — es decir que evita el

paso de “extraccion de ARN”, necesario para la version anterior y para la rtPCR

o Simplifica procesos y ahorra tiempo
o Reduce gastos de reactivos e inversiones en equipamientos de laboratorio
o Es accesible para centros de salud de baja complejidad.

“El paso inicial, de inactivacion del virus, permite realizar el test de forma segura en
condiciones de infraestructura muy simple, ampliando la posibilidad de hacer testeos en
ciudades y pueblos donde, hasta ahora, no se podian procesar localmente las muestras. Son
aptos también para la apertura de industrias, testeo de turistas, controles laborales y control
de arribos de personas de otros distritos”. Y agregaron: “Contar con una herramienta de
diagnostico molecular simplificada y abreviada como NEOKIT PLUS permite rastrear y
testear activamente - es decir: identificar y diagnosticar a todos los contactos estrechos de
una persona infectada (sintomatica o asintomatica, cuya capacidad de contagio, cuando
presenta alta carga viral, ha sido ampliamente demostrada) asi como testeos poblacionales al
azar, por necesidades especificas”. Esta prueba tiene (sensibilidad de 100% y 99,88% de

especificidad),

Prueba 2019-nCoV RT-PCR
Los CDC desarrollaron uno de los primeros paneles de diagnéstico de RT-PCR en tiempo

real para el SARS-CoV-2. El panel de diagndéstico de RT-PCR en tiempo real 2019-nCoV de
los CDC. Es una prueba disefiada para detectar cualitativamente dos regiones diferentes del
gen N: N1y N2, asi como el gen RNasa P(RP) a partir de hisopos NP / OP, esputo, aspirados

traqueales o muestras de liquido de lavado broncoalveolar. La prueba del gen RP actda como
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un control interno para verificar que la RT-PCR se realiz6 correctamente. La RT-PCR esta
disefiada para ejecutarse en el instrumento Applied Biosystems ™ 7500 Fast Dx RT-PCR y
tarda unos 35 minutos en completarse. La sensibilidad analitica de la prueba se determino en
una serie de estudios de dilucion utilizando muestras caracterizadas con ARN de longitud
completa enriquecido del gen N de titulos conocidos. La concentracion més baja en la que al
menos el 95% de las réplicas fueron positivas se establecié como limite de deteccién (LoD).
Se encontré que el LoD del panel de diagndstico de RT-PCR en tiempo real 2019-nCoV de
los CDC era de 10 copias / uL. Para evaluar su desempeifio clinico, los CDC evaluaron un
total de 117 muestras respiratorias recolectadas de un pufiado de sujetos sospechosos que
también fueron probados con un comparador compuesto que consta de dos ensayos de RT-
PCR validados analiticamente que se enfocaron en dos regiones Unicas del gen N, N4 y N5.
Las muestras que dieron positivo en la prueba del Panel de diagnéstico de RT-PCR en tiempo
real 2019-nCoV, asi como el comparador compuesto, se investigaron mas a fondo y se
confirmé que eran positivas para el SARS-CoV-2 mediante secuenciacion genética. El panel
de diagnostico de RT-PCR en tiempo real 2019-nCoV de los CDC tiene una sensibilidad
clinica del 100% (13/13; IC del 95%: 77,2% -100%) y una especificidad clinica del 100%
(104/104; IC del 95%: 96,4% -100%) (16).

Prueba de Feluda (India)
Un grupo de cientificos en la India ha creado una prueba, similar a las rapidas de embarazo,

que utiliza la técnica de ‘tijeras moleculares’ CRISPR-Cas9, para detectar de manera
confiable y a bajo costo el nuevo coronavirus. Se trata de un desarrollo hecho por la genetista
francesa Emmanuelle Charpentier y la estadounidense Jennifer Doudna, que acaban de ser

galardonadas con el Premio Nobel de Quimica.

Las expertas han informado que el nuevo test estara disponible pronto en la India y funciona
con la apariencia de un kit, con muestras tomadas por hisopos nasales. Tiene una tira donde
aparecen dos trazos de color si el resultado es positivo. El tiempo de espera que se estima
para el diagndstico es de una hora. Es un test Feluda, porque utiliza una tira de papel reactivo
apodada asi, ya ha recibido la luz verde de las autoridades de regulacion indias. EI ministro
de Salud Harsh Vardhan aseguré la semana pasada que podria ser desplegado en el pais por
el conglomerado industrial Tata en las proximas semanas. El prototipo necesita el uso de un
termociclador o una maquina PCR, pero se esta trabajando en una version basada en la saliva
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0 hisopos susceptibles de poder ser utilizados en casa, esta nueva prueba tiene una
sensibilidad del 96% y una especificidad del 98%. El Dr. Bhan dijo a la BBC que cree que la
prueba de Feluda podria potencialmente reemplazar las pruebas de antigenos porque podria

ser comparativamente mas barata y mas precisa.

La prueba COVID-19 mRT-LAMP-LFB (China)
Es una prueba de amplificacion isotérmica mediada por bucle de transcripcion inversa

maltiple (MRT-LAMP) junto con un ensayo de biosensor de flujo lateral (LFB) basado en
nanoparticulas (MRT-LAMP-LFB) para diagnosticar COVID-19. Usando dos conjuntos de
cebadores LAMP, los genes ORFlab (marco de lectura de apertura la / b) y N
(nucleoproteina) del SARS-CoV-2 se amplificaron simultaneamente en una reaccion de un
solo tubo y se detectaron con los resultados del diagndstico facilmente interpretados por LFB.
En presencia de cebadores marcados con FITC (fluoresceina) / digoxina y biotina, mRT-
LAMP produjo numerosos amplicones duplex unidos a FITC / digoxina y biotina, que fueron
determinadas por LFB a través de inmunorreacciones (FITC / digoxina en el duplex y anti-
FITC / digoxina en la linea de prueba de LFB) y la interaccion biotina / treptavidina (biotina
en el duplex y estrptavidina en la nanoparticula de polimerasa). La acumulacion de
nanoparticulas condujo a una banda carmesi caracteristica, o que permitio el analisis
multiplex de ORFlab y el gen N sin instrumentacion. El limite de deteccion (LoD) de
COVID-19 mRT-LAMP-LFB fue de 12 copias (para cada objetivo de deteccion) por
reaccion, y no se genero0 reactividad cruzada a partir de plantillas que no eran de SARS-CoV-
2. La sensibilidad analitica del SARS-CoV-2 fue del 100% (33/33 muestras de hisopos de
orofaringe recolectadas de pacientes con COVID-19) y la especificidad del ensayo también
fue del 100% (96/96 muestras de hisopos de orofaringe recolectadas de pacientes sin COVID-
19). La prueba de diagndstico total se puede completar en 1 h desde la recoleccion de la
muestra hasta la interpretacion de los resultados. En resumen, el ensayo COVID-19 mRT-
LAMP-LFB es una herramienta prometedora para el diagnéstico de infecciones por SARS-
CoV-2 en el campo de la salud publica y laboratorios clinicos de primera linea, especialmente

en regiones de escasos recursos.

Prueba ID NOW COVID-19 de Abbott (USA)
El principio de ID NOW COVID-19 es el uso de una reaccion de amplificacién isotérmica

de endonucleasa mellada para generar rapidamente amplicones cortos, donde la deteccion se
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logra en tiempo real utilizando balizas moleculares marcadas con fluorescencia (17).
(sensibilidad de 96,2% y 99,5% de especificidad).

Flu SC2, ensayo multiplexado de RT-PCR (CDC)
El ensayo mdltiple de los CDC Influenza SARS-CoV-2 (Flu SC2) es una prueba de reaccion

en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) en tiempo real que detecta y
diferencia el ARN del SARS-CoV-2, el virus de la influenza A y la influenza B virus en
muestras respiratorias superiores o inferiores. El ensayo proporciona una herramienta de
diagnostico sensible a base de acido nucleico para la evaluacion de muestras de pacientes en
la fase aguda de la infeccion. Esta prueba es altamente sensible y con una especificidad alta
(sensibilidad de 100% y 100% de especificidad).

Panel respiratorio BioFire 2.1 (RP2.1) (USA)
La filial de BioMérieux (Marcy-I'Etoile, Francia), BioFire Diagnostics, recibi6 la

autorizacion de uso en emergencias de la Administracion de Medicamentos y Alimentos de
los Estados Unidos para el panel BIOFIRE RP2.1, que abarca 22 patdgenos que causan
infecciones respiratorias, incluido el SARS-CoV-2. La inclusion del SARS-CoV-2 en el
panel BIOFIRE RP2.1 permite a los proveedores de atencién médica identificar rapidamente
a los pacientes con patégenos respiratorios comunes, asi como a aquellos con COVID-19,
utilizando una prueba simple. El panel BIOFIRE RP2.1 se demora aproximadamente 45
minutos y analiza muestras de torunda nasofaringea en medios de transporte. Funciona en los
sistemas FILMARRAY 2.0 y FILMARRAY TORCH totalmente automatizados y es
extremadamente facil de usar. La prueba BIOFIRE RP2.1 es la tercera prueba molecular de
BioMeérieux en respuesta a la pandemia de COVID-19, luego del lanzamiento de la prueba
ARGENE SARS-CoV-2 R-GENE y la prueba BIOFIRE COVID-19 por parte de la compafiia
en marzo. BioMérieux planea presentar el panel BIOFIRE RP2.1 para la aprobacion de novo
de la FDA. Fuera de los EUA, BioMérieux busca simultaneamente la certificacion de Marca
CE parael panel BIOFIRE Respiratory 2.1plus (RP2.1plus), que también incluye la deteccion
del MERS-CoV, en una linea de tiempo acelerada. La compafiia destacé la necesidad del
enfoque sindromico de BioFire al sefialar que los datos emergentes sugieren que los pacientes
con COVID-19 con frecuencia pueden estar coinfectados con otros virus y/o bacterias. Esta

prueba presenta una sensibilidad de 98% y 100% de especificidad.
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Argene SARS-CoV-2 R-GENE (Alemania)
El Kit de PCR en tiempo real para la deteccion del agente causal de COVID-19, de la gama

ARGENE®. Esta es la primera de tres nuevas pruebas de diagnostico que bioMérieux ha
desarrollado. ARGENE SARS-CoV-2 R-GENE (IVD-CE) aprobado por la AN.M.AT.,
Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica, cuenta con un
sistema de verificacion (control interno) que permite descartar presencia de inhibidores.
Consta de una PCR especifica para SARS-COV-2 dirigida a los genes N & RdRp vy la
posibilidad de realizar una segunda PCR genérica para beta-coronavirus y un gen celular que

permite evaluar la calidad de la muestra.

Ante la urgencia de la epidemia de COVID-19, bioMérieux se compromete a proporcionar
un enfoque de diagndstico integral que cumpla con los mas altos estandares de rendimiento
y calidad para ayudar a los médicos a dar una respuesta efectiva al brote, coment6 el Dr.

Mark Miller, Vicepresidente Ejecutivo y Director Médico de bioMérieux

Al igual que todas las pruebas en la gama ARGENE®), la prueba SARS-COV-2 R-GENE®
puede ser realizada por cualquier laboratorio utilizando tecnologia de PCR en tiempo real en
la mayoria de las plataformas de extraccion y amplificacion de acido nucleico disponibles
comercialmente. Una gran cantidad de muestras de pacientes pueden procesarse
simultaneamente entregando resultados en 4 a 5 horas. Esta prueba tiene una sensibilidad de
98% y 100% de especificidad.

Cobas SARS-CoV-2 & Influenza A/B. Roche Molecular Systems, Inc. (Suiza)
La prueba cobas ® SARS-CoV-2 & Influenza A / B es un ensayo de reaccion en cadena de

la polimerasa con transcripcién inversa multiplex (RT-PCR) disefiado para la deteccion
cualitativa simultanea y la diferenciacion de SARS-CoV-2, virus de la influenza Ay / o
influenza. Virus B en muestras de hisopos nasales o nasofaringeos recolectadas de individuos
sospechosos de una infeccion viral respiratoria consistente con COVID-19. Con una
sensibilidad de 97,1% y 99,3% de especificidad.

Panel respiratorio QlAstat-Dx SARS-CoV-2 (Alemania)
Es un panel de pruebas moleculares disefiado para ayudar en el diagnostico de pacientes con

sindromes respiratorios, en aproximadamente una hora, al diferenciar el nuevo coronavirus

de otros 21 patdgenos respiratorios bacterianos y virales. El panel de QIAGEN incluird
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ensayos dirigidos a dos genes utilizados para detectar el patdgeno detras de la enfermedad,
el coronavirus 2 relacionado con el sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2). Este

panel tiene una sensibilidad de 98% y una especificidad del 99%(16).

Prueba de Elisa: Elipse-Col (Colombia)
Es una prueba que detecta anticuerpos (PRUEBA COLOMBIANA DE Universidad

Nacional). Prueba seroldgica en sangre capaz de detectar si alguien que estuvo en contacto
con el SARS-CoV-2 y generd anticuerpos, e incluso si fue sintomatico o asintomatico, es el
resultado del trabajo de investigadores de la Universidad Nacional de Colombia (UNAL), en
conjunto con el Instituto Nacional de Salud (INS) al que llamaron ELIPSE-COL. Si alguien
quiere saber si se infectd con el nuevo coronavirus, le toman una muestra de sangre que
centrifugan y separan la parte sélida de la liquida para obtener el liquido conocido como
plasma o suero, en el que encuentran los anticuerpos que produjo como respuesta al virus.
Por altimo, el plasma se analiza con la prueba ELIPSE-COL (20). Los investigadores sefialan

tres oportunidades primordiales de esta prueba diagnostica:

. El equipo necesario para esta prueba (espectrofotometro o lector de ELISA) se

encuentra en laboratorios del pais desde hace cuatro décadas.

. El costo de este equipo puede estar cercano a los 7 millones de pesos, por tanto, los
laboratorios de diagnéstico podrian adquirirlos con facilidad.

. Las pruebas permitirian llegar con rapidez a municipios y zonas apartadas del pais
(20).

Esta prueba presenta una sensibilidad de 91% y 91% de especificidad.

Prueba de Elisa: Coavid Kavach (India)
El kit Kavach 1gG ELISA aprobado en la India para detectar anticuerpos Ig G en estudios de

seroprevalencia, se desarroll6 en mayo/2020 y obtuvo la licencia de Zydus Cadila,
Ahmedabad. Los informes sugieren que es uno de los kits mas utilizados en los estudios
epidemiol6gicos de seroprevalencia. Presenta una sensibilidad de 95% y 98% de

especificidad.
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Test de Abbott Laboratories: BinaxNOW COVID 19 Ag Card (USA)
Detecta antigeno del virus. La prueba rapida de antigeno BinaxNOW ™ COVID-19 Ag Card,

que ha recibido la autorizacion de uso de emergencia (EUA) de la Administracion de Drogas
y Alimentos de los Estados Unidos (FDA). Esta prueba ofrece resultados en 15 minutos y
esta disponible como una ayuda para diagnosticar el virus que causa COVID-19.

La prueba BinaxNOW se puede mostrar en nuestra nueva aplicacion opcional, disponible sin
cargo, para dispositivos iPhone y Android llamada NAVICA ™, Esta aplicacion, la primera
en su tipo, permitird a las personas con resultados negativos tener un pase de salud digital
cifrado temporal que muestre sus resultados. “Disefiamos intencionalmente la prueba
BinaxNOW y la aplicacion NAVICA para poder ofrecer una solucion de prueba integral para
ayudar a los estadounidenses a sentirse mas seguros acerca de su salud y sus vidas", dijo
Robert B. Ford, presidente y director ejecutivo de Abbott. "BinaxNOW vy la aplicacion
NAVICA nos brindan una prueba asequible, facil de usar y escalable, y una herramienta de

salud digital que nos ayuda a tener un poco mas de normalidad en nuestra vida diaria".
Asi es como funciona
. El trabajador de la salud abre la tarjeta y la deja plana sobre una mesa.

. Se agrega reactivo de extraccion a la tarjeta de prueba, que es aproximadamente del

tamafio de una tarjeta de crédito.
. Se toma un hisopo nasal del paciente.

. Un técnico inserta el hisopo en la tarjeta de prueba, dobla la cubierta y en 15 minutos

lee el resultado.

. Las personas que utilicen la aplicacion y reciban un resultado negativo en la prueba
recibirdn un pase de salud digital encriptado temporal a través de un cédigo QR (similar al
pase de abordar de una aerolinea) enviado a la aplicacion NAVICA. El pase digital se renueva
cada vez que una persona recibe un resultado negativo de la prueba e incluye la fecha del
Gltimo envio del resultado de la prueba. Las organizaciones podran ver y verificar la
informacion en un dispositivo mévil para facilitar la entrada a estos lugares, junto con el

lavado de manos, el distanciamiento social, la limpieza mejorada y el uso de mascaras.
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. Aquellos que den positivo recibirdn un mensaje a través de la aplicacion diciéndoles

gue se pongan en cuarentena y hablen con su medico.

. La prueba BinaxNOW, que es para uso de profesionales de la salud, tiene

caracteristicas que la hacen deseable para probar millones.

. Facil de usar.
. Asequible.
. Altamente portatil, no requiere instrumentacion.

. Fiable, con una sensibilidad del 97,1% y una especificidad del 98,5%.
. Répido, con resultados en 15 minutos.

BinaxNOW COVID-19 Ag Card se une a nuestras pruebas lanzadas anteriormente, incluidos
los sistemas de laboratorio molecular de alto volumen m 2000 y Alinity ™ m, las plataformas
moleculares rapidas de punto de atenciéon ID NOW ™, las pruebas de anticuerpos para
nuestro ARCHITECT ® i1000SR e i2000SR de alto rendimiento e instrumentos de
laboratorio Alinity i. Todos estan disponibles en los EE. UU. A través de FDA EUA.

Prueba Coris COVID-19 Ag Respi-Strip (Belgica)
Esta prueba esta lista para usar y se basa en una tecnologia de membrana con nanoparticulas

de oro coloidal. Se sensibiliza una membrana de nitrocelulosa con anticuerpos monoclonales
frente al antigeno de la nucleoproteina del SARS-CoV y el SARS-CoV-2, altamente
conservado; otro anticuerpo monoclonal se conjuga con nanoparticulas de oro coloidal. El
conjugado se inmoviliza en una membrana. El objetivo de esta prueba es la deteccién del
SARS-CoV-2 tanto en las secreciones nasofaringeas como en el sobrenadante del cultivo tras
varios dias, con el fin de lograr una mejor sensibilidad. Cuando las SNF (secreciones
nasofaringeas) o la solucion extraida del cultivo entran en contacto con la tira, el conjugado
solubilizado migra con la muestra mediante difusion pasiva y tanto el conjugado como el
material de la muestra entran en contacto con el anticuerpo anti-SARS adsorbido en la tira
de nitrocelulosa; si la muestra contiene SARS-CoV-2, el complejo conjugado-SARS-CoV
permanecera unido al anticuerpo anti-SARS-CoV-2 inmovilizado en la nitrocelulosa. El

resultado es visible a los 15 minutos en forma de una linea roja que aparece en la tira, la
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solucion contintda migrando hasta que se encuentra con un reactivo de control que se une a

un conjugado de control, lo que produce una segunda linea roja.

Es una prueba inmunocromatogréfica répida para la deteccion del antigeno SARS-CoV-2.
COVID-19 Ag Respi-Strip (Coris BioConcept, Gembloux, Belgium) Se probaron 148
hisopos nasofaringeos. Entre las 106 muestras positivas de RT-qPCR, 32 fueron detectadas
por la prueba rapida de antigenos, dada una sensibilidad general del 30,2%. Todas las
muestras detectadas positivas con la prueba rapida de antigenos también fueron positivas con
RT-gPCR. La tira tiene una precision del 50% (18).

Prueba rapida gSARS-CoV-2 IgG / IgM de Cellex (CDC)

Es un inmunoensayo de flujo lateral que proporciona resultados en 15 a 20 minutos y se
utiliza para detectar anticuerpos IgG e IgM del paciente contra el SARS-CoV-2. La prueba
se puede utilizar en muestras de suero, plasma o sangre completa. Para evaluar el rendimiento
clinico del ensayo, se analizaron 128 pacientes positivos para SARS-CoV-2 y 250 pacientes
de control negativo. La sensibilidad clinica del ensayo fue del 93,8% (120/128; IC del 95%:
88,2% -96,8%) y la especificidad clinica del ensayo fue del 96,0% (240/250; IC del 95%:
92,8% -97,8%). La prueba Cellex abrio el camino para otras pruebas de inmunoensayo de
flujo lateral para detectar 1gG e IgM, como la prueba rapida Autobio Diagnostics Anti-SARS-
CoV2 y el sistema DPP COVID-19 IgM / 1gG de Chembio Diagnostic System, que también
fue aprobado para EUA por la FDA. Esta prueba es ventajosa porque no depende de la
deteccion visual para la deteccion de IgG / IgM; en cambio, utiliza el microlector DPP para
una lectura cualitativa, evitando la posibilidad de sesgos o0 malas interpretaciones del usuario.
La especificidad clinica del ensayo es del 97,6% para IgM, 96,8% para IgG y 94,4% para
IgM e 1gG combinadas (16).

Prueba rapida Autobio Diagnostics Anti-SARS-CoV2

La prueba rapida de inmunoensayo Anti-SARS-CoV-2 (COVID-19) se basa en un método
de oro coloidal para la determinacion rapida y cualitativa de Anti-SARS-CoV-2 (anticuerpos
IgG/IgM del coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo 2) en suero humano, plasma
0 sangre total en aproximadamente 15 minutos. Presenta una Sensibilidad: 88,15% y una
Especificidad: 99,04%.
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Este ensayo se basa en el método de captura en un solo paso. Contiene una membrana, que
esta recubierta previamente con dos anticuerpos monoclonales antihumanos de raton (anti-
IgG y anti-lIgM) en dos lineas de prueba separadas.

La prueba rapida Anti-SARS-CoV-2 (COVID-19) fue desarrollada por Autobio Diagnostics,
socio clave de ReactLab. Autobio es una compafiia lider en diagnéstico clinico en el mercado

chino y a nivel mundial (16).
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CAPITULO VI

RESULTADOS / DISCUSION
La prueba RT-PCR es la técnica de referencia y de eleccion en la actualidad para el

diagnostico de COVID-19. Es la prueba mas sensible y fiable de los métodos disponibles.
Tarda entre 2 y 4 horas en dar un resultado. Este puede ser positivo (presencia del virus en la
muestra) o negativo (ausencia del virus) a pesar de ser una prueba segura no esta exenta a
errores aleatorios por parte del operador de las técnicas y equipos utilizados para la
realizacion de la prueba. Su sensibilidad y especificidad es de 100%. Limitacién de la prueba:
Esta prueba se realiza en laboratorios de microbiologia clinica y necesita personal experto en
microbiologia molecular y ademas medidas de bioseguridad. Por otro lado, se necesitan entre
3 a 4 horas para obtener resultados, esto implica un limite en la cantidad de pruebas que un
laboratorio puede llevar a cabo, por ello se esta poniendo en marcha pruebas répidas de PCR
que permiten realizar hasta 1200 pruebas al dia con un procedimiento automatizado. Otra
limitacion es la disponibilidad de los reactivos necesarios, especialmente en estos momentos
en los que la demanda a nivel mundial de estas pruebas ha provocado escasez. La
contaminacion o la degradacion también pueden causar problemas por falsos negativos.
También por la accion de inhibidores presentes en la muestra que afecta la sensibilidad de la

prueba causando falsos negativos.

Las pruebas basadas en la reaccion antigeno-anticuerpo son pruebas cualitativas que solo
ofrecen resultado positivo o negativo. La limitacion de estas pruebas depende en gran medida
de la calidad de la muestra (presencia suficiente del virus o sus proteinas) ya que poseen una

sensibilidad baja.

Las pruebas rapidas ofrecen un resultado de 10 a 15 minutos y a pesar de su rapidez, son
mucho menos fiables que la RT-PCR por lo que se completa con esta técnica si es resultado
es dudoso; para infeccién inicial no servirian. Las pruebas serologicas consisten en la
deteccion de anticuerpos que produce el organismo frente a la infeccion, la limitacion mas
grande estaria que al inicio de la infeccion aun no se genera produccion de anticuerpos por
eso no es efectiva en esta fase. Las cargas virales mas altas se asocian con mejores tasas de

deteccion de antigenos en las pruebas de deteccion de antigeno.
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Queda en evidencia que todos los métodos desarrollados para el COVID-19 son sistemas que
cumplen con los criterios establecidos para la deteccion del SARS-CoV-2, y se compararon
los sistemas para evaluar cual de ellos se ejecuta més rapido, y queda demostrado que el
sistema con mayor rendimiento en tiempo son las pruebas rapidas, seguidos de las pruebas
inmunoldgicas, y luego las pruebas de deteccion de ARN del virus.

Las diferentes técnicas descritas anteriormente demuestran que no todas se pueden utilizar
como prueba diagnostica para el COVID-19 ya que todas no presentan la misma sensibilidad
y la misma especificidad. Las pruebas mas recientes para deteccion de COVID-19 que salen
al mercado se deberan valorar en el futuro en forma suficiente en la poblacién para
determinar su eficacia analitica, sensibilidad y especificidad para mostrar casos falsos
negativos y falsos positivo, y en consecuencia su utilidad. Las cargas virales més altas se
asocian con mejores tasas de deteccidn de antigenos en las pruebas de deteccion de antigeno.
Basados en la experiencia se ha demostrado que la prueba RT-PCR es sumamente eficaz para
un buen diagndstico del COVID - 19 ya que permite evidenciar la replicacion del virus en
tiempo real; es decir, que si en una muestra procesada se presenta amplificacion en la
secuenciacion génica para epitopes buscados compatibles con SARS-CoV-2 daria como
resultado una muestra positiva. No obstante, para el seguimiento inmunol6gico se
representaria mejor con una prueba seroldgica que detectan la respuesta inmunoldgica frente

al virus.
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CAPITULO VII

CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta la investigacion realizada se puede concluir: La mejor manera de
garantizar que una persona no es portador de SARS-CoV-2, es mediante realizacion de
pruebas diagnosticas (pruebas de RT-PCR y Antigénico) al mismo tiempo. Actualmente la
RT-PCR es la prueba diagnostica de referencia, por su sensibilidad y especificidad alta. La
positividad de la RT-PCR nasofaringea casi nunca coincide al tiempo, con la positividad de
la prueba de anticuerpos IgM; Es probable que al principio solo sea positiva la RT-PCR luego
durante unos dias podran coincidir ambas positivas, y posteriormente la PCR dejara de
detectarse persistiendo algunos dias mas la IgM o incluso seguir siendo ambas positivas y
que el individuo esté generando anticuerpos, pero continle aun con carga viral. Puede haber
variables como la sensibilidad y especificidad de la técnica diagnostica o el estado
inmunoldgico del individuo que alteren los resultados. Las diferentes metodologias descritas
anteriormente demuestran que las técnicas de deteccion de acidos nucleicos y/o amplificacién
de regiones del genoma del virus, son unos de los mejores procesos para el diagndstico del
COVID 19, y para el seguimiento de la infeccion son las pruebas serologicas y observar
respuesta inmunolégica. Las pruebas rapidas (Ag) para detectar el virus, tienen baja
sensibilidad, ya que dependen de la carga viral. Una prueba seroldgica negativa no descarta
una infeccién primaria en el individuo. Las pruebas mas rapidas son las pruebas de deteccion
de Antigeno, luego las pruebas inmunologicas, y finalmente las pruebas de RT-PCR. A pesar
de la alta especificidad y alta sensibilidad de las pruebas de RT-PCR hay que tener en cuenta
que estas disminuye considerablemente, por errores aleatorios reduciendo su especificidad y

su sensibilidad.

RECOMENDACIONES
Se recomienda realizar tamizajes en una cantidad considerable de la poblacion para obtener
los posibles positivos y después realizar la prueba confirmatoria para descartar los falsos

positivos.
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CAPITULO VIII
IMPACTO ESPERADO

Se requiere generar nuevos estudios que ayuden al desarrollo de estandares que sirvan como
referencia global en COVID-19; tener en cuenta (por ejemplo, pseudovirus, acidos nucleicos
virales, antigeno viral, anticuerpos) para permitir una comparacién objetiva entre pruebas.
También es necesario establecer pautas (por ejemplo, especificaciones del sensor, costo,
precision) para diferentes propdsitos de prueba, por ejemplo, diagnostico de infecciones
agudas en hospitales o centros de atencion a largo plazo, monitoreo en el hogar y encuestas

de poblacion.

USUARIOS DIRECTOS E INDIRECTOS POTENCIALES DE LOS RESULTADOS
DEL PROYECTO

Esta informacion va dirigida a profesionales de la salud, médicos, enfermeras, bacteriélogos,
empresas prestadoras de servicios de salud y/o instituciones prestadoras de servicios de salud,
ya que estos puedan ver los resultados de las técnicas de diagnosticas mas factibles para el
diagnostico del COVID 19.
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