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Resumen
La deteccion rapida y precisa del SARS-CoV-2, agente etioldgico de la COVID-19, es

determinante en el manejo de esta enfermedad. En este sentido, los ensayos de deteccion rapida
de Ag SARS-CoV-2 presentan ventajas como la rapidez, el costo y la poca instrumentacion. En
el presente trabajo se muestran los resultados de la evaluacion de quince estuches para la
deteccion de Ag SARS-CoV-2 (catorce ensayos inmunocromatograficos y uno basado en
inmunofluorescencia). Se analizaron 1033 muestras, de las cuales 177 eran procedentes de un
panel de muestras positivas y negativas de exudados nasofaringeos y 946 eran muestras de
pacientes sospechosos de presentar una infeccién respiratoria aguda. La técnica de referencia
fue la RCP-TR. Se determiné la sensibilidad, especificidad, valores predictivos positivos y
negativos e indice de Kappa de cada ensayo evaluado bajo diferentes criterios clinico-
epidemioldgicos y de laboratorio. La mayoria de los ensayos inmunocromatograficos evaluados
presentaron valores de sensibilidad que oscilaron entre el 67-100% y de especificidad entre un
56-100%. En cuanto a la concordancia segun el indice K los ensayos oscilaron entre 0.27 y 0.89.
En algunos ensayos la sensibilidad aumento cuando se evaluaron con muestras colectados en los
primeros 5 dias de inicio de los sintomas y aquellas con Ct <30. Las auto-pruebas y el ensayo
basado en inmunofluorescencia arrojaron resultados muy satisfactorios. Los ensayos
inmunocromatograficos evaluados tienen un desempefio clinico aceptable segin los
requerimientos de la OMS, excepto 5 de ellos, en tanto, el ensayo de inmunofluorescencia tiene

muy buen desempefio clinico y buena utilidad para el diagnéstico del SARS-CoV-2.
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I. Introduccion

Las infecciones virales emergentes y reemergentes constituyen una amenaza constante para la
salud humana a nivel mundial. En las Ultimas décadas se han producido numerosas epidemias y
pandemias como: influenza HIN1 en el afio 2009, la enfermedad por virus Ebola en Africa
Occidental en el afio 2013, el Zika en América Latina en 2015, asi como las producidas por dos
coronavirus (CoV) altamente patdgenos de origen zoonotico, en los afios 2002 y 2012,
respectivamente. EI CoV del Sindrome Respiratorio agudo severo (SARS-CoV) y el CoV del
Sindrome Respiratorio del Oriente Medio (MERS-CoV), ambos con alta mortalidad (1).

En el afio 2019 se identificd un nuevo coronavirus (SARS-CoV-2) en Wuhan, provincia de
Hubei en China, el cual provocé un brote de neumonia viral inusual, altamente transmisible que
condujo a una emergencia sanitaria mundial sin precedente. La Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) denomind en febrero de 2020, la enfermedad causada por el SARS-CoV-2 como
la COVID-19. El 11 de marzo de 2020, se declar6 como pandemia a esta enfermedad (2).

ElI SARS-CoV-2 es un virus ARN envuelto, de simple cadena positiva que pertenece a la familia
Coronaviridae, agrupado en el género Betacoronavirus al igual que SARS-CoV y MERS-CoV.
Este agente viral es zoono6tico, existen estudios previos que demuestran que proviene de los
murciélagos, aunque se sigue investigando el hospedero intermediario, con una gran
controversia entre el pangolin y otros (3).

La via de transmision entre humanos es similar a la descrita para otros tipos de coronavirus, a
partir de secreciones respiratorias y el contacto directo con personas infectadas. El periodo de
incubacién medio para el SARS-CoV-2, es de 5-6 dias, con un amplio rango de 0 a 24 dias y la
transmision de la infeccion ocurre fundamentalmente en la primera semana del inicio de los
sintomas, desde 1-2 dias antes hasta 5-6 dias después. Los sintomas y signos mas frecuentes
incluyen: fiebre, tos seca, astenia, perdida del gusto y el olfato, expectoracion, disnea, dolor de
garganta, cefalea, mialgia o artralgia, escalofrios, nduseas o vomitos, congestion nasal, diarrea,

hemoptisis y congestion conjuntival, entre otros menos frecuentes (4).
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El SARS-CoV-2 ha demostrado ser un virus de alta infectividad y mutagenicidad, por lo que se
hace necesario un diagnostico temprano del agente causal de esta enfermedad, para disminuir
los riesgos de propagacion. Para eliminar la cadena de contagios, utilizar el diagndstico
viroldgico temprano como herramienta, fue fundamental para el manejo de la pandemia y la
enfermedad individual en la comunidad. La prueba de referencia y de eleccion para el
diagndstico de la infeccién por COVID-19 es la RCP en tiempo real (del inglés reverse
transcription — polymerase chain reaction) (6) la que amplifica varios genes del virus, como el
gen de la ARN polimerasa ARN dependiente (RdRp), el gen que codifica para la proteina de
envoltura (E) o el de la proteina de la nucleocapside (N) (5); ademas es necesario disponer de
pruebas rapidas, simples y lo suficientemente sensibles y especificas, que se puedan realizar a
gran escala. El diagnostico precoz permite implementar medidas de prevencion y control de la

expansion de la enfermedad conjuntamente con la vigilancia epidemioldgica.

Las proyecciones inmediatas en el diagnostico de la COVID-19 se han apoyado en desarrollar
pruebas rapidas de deteccion de antigenos (Ag) y anticuerpos (Ac), basados en diferentes
principios como la inmunocromatografia en formato de ensayo de flujo lateral, la
inmunofluorescencia, los ensayos electroquimioluminiscentes (ECLIA) y los ensayos

inmunoenzimaticos.

Existen las pruebas rapidas para la deteccion de Ag SARS-CoV-2 (PRD-Ag) que detectan
componentes estructurales del virus tales como proteina de espicula (S), proteina de la
nucleocapside (N), presentes durante etapas tempranas de la infeccion en muestras de
secreciones nasofaringeas (7). Teoricamente el Ag viral es un marcador especifico del virus y
precede a la aparicién de los Ac en pacientes infectados, por lo que la deteccion del Ag viral
puede servir como una prueba rapida y menos costosa para diagnosticar tempranamente a
personas infectadas (8) . Teniendo en cuenta la media del periodo de incubacion del SARS-CoV-
2 se ha podido observar que en la fase muy inicial del cuadro clinico (unos dias antes de aparecer
la clinica y hasta unos 5-7 dias después) los nuevos ensayos de deteccidn de Ag tienen utilidad

para detectar la infeccidn, con una fiabilidad muy aceptable en la actualidad. Sin embargo,
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presentan como limitacién importante que son menos precisos que la RCP-TR al requerir de
mayor carga viral para resultar positiva. Como principales ventajas, se citan, que se obtiene un
resultado inmediato y a un coste mucho mas reducido (9).Los estuches comerciales de deteccion
del antigeno viral han utilizado no solo en muestras nasales o nasofaringeas también en muestras
de saliva. En los Gltimos tiempos se han desarrollado autopruebas que son muy oportunas para

el diagnostico de la enfermedad.

En la actualidad el Laboratorio Nacional de Referencia del Departamento de Virologia (LNRV)
del IPK, posee capacidad de diagnéstico molecular y de secuenciaciéon nucleotidica, y han
empleado las mismas para el enfrentamiento de emergencias sanitarias previas (10). En febrero
de 2020, el IPK, siguiendo las recomendaciones y guias para el laboratorio de la OMS vy la
Organizacién Panamericana de la Salud (OPS) introdujo en el pais el diagnéstico viroldgico del
SARS-CoV-2 (11).Ademas, se mantiene la vigilancia en la deteccion de diecisiete virus

respiratorios causantes de infecciones respiratorias agudas (IRA).

Una vez detectados en Cuba, los primeros casos de COVID-19, las autoridades pertinentes como
el grupo empresarial BioCubafarma, comenzaron la investigacion para el desarrollo de métodos
de diagnostico para la deteccion de antigenos y anticuerpos de SARS-CoV-2. Contar en nuestro
pais con métodos de diagndstico mas rapidos y econdmicos es una gran ventaja, el IPK como
centro de referencia, se ha encargado de la evaluacion minuciosa de ensayos de deteccidn rapida;
cumpliendo con los criterios expresados en la Regulacion No. 47-2007: Requisitos para la
evaluacion del desempefio de los diagnosticadores, del Centro para el Control Estatal de
Medicamentos, Equipos y Dispositivos Médicos (CECMED), del Ministerio de Salud Publica
de Cuba (12).

En el presente trabajo nos propusimos comparar diferentes métodos de deteccion de Ag del
SARS-CoV-2 (métodos de diagndstico rapido) lo que permitira seleccionar el método maés
adecuado (mas sensible) para la deteccion temprana del agente viral, lo que contribuye a un

mejor manejo clinico del paciente.
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I1. Objetivos

I1. 1.Objetivo general

Evaluar el desempefio clinico de los estuches comerciales para la deteccién de Ag SARS-CoV-

2.

I1. 2. Objetivos especificos

e Determinar las caracteristicas clinicas de los ensayos inmunocromatograficos de
deteccion rapida de Ag SARS-CoV-2.
e Evaluar las caracteristicas clinicas del ensayo de inmunofluorescencia para la deteccion

rapida de Ag SARS-CoV-2.
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I11.REVISION BIBLIOGRAFICA

I11.1 Antecedentes y origen de la COVID-19

Hasta finales de 2019, se reconocian seis especies de virus pertenecientes a la familia
Coronaviridae responsables de infecciones en humanos (13) . Las especies tipificadas como
CoVH 229E y CoVH NLB63, pertenecientes a los Alphacoronavirus; CoVH OC43 y CoVH-
HKUL, pertenecientes al linaje A de los Betacoronavirus, causantes de resfriados y rara vez de
infecciones; el SARS-CoV y el MERS-CoV, los que se incluyen dentro de los linajes B y C de
los Betacoronavirus, respectivamente, con gran capacidad para causar infecciones del tracto
respiratorio inferior, incluyendo neumonia atipica grave que puede evolucionar a insuficiencia
respiratoria y sindrome respiratorio agudo potencialmente mortal (14). En este Gltimo grupo se
incluye, ademas, el recién emergido coronavirus (SARS-CoV-2) causante de la enfermedad
conocida como COVID-19 (15).

La epidemia del SARS-CoV comenzd a finales del 2002 y se extendi6é a 29 paises. La OMS
registré 8096 casos, con 774 fallecidos (9,6%) del 1 de noviembre de 2002 al 31 de julio de
2003. Un esfuerzo global de contencidn consiguio detener la propagacion de este virus (16). Asi
mismo los registros de la OMS sobre los casos por el MERS-CoV, iniciado en septiembre de
2012, recogian a final de enero de 2020 un total de 2519, con 866 fallecidos, lo que supone un
34,4% de mortalidad. Desde su inicio la enfermedad se ha extendido por los paises de Oriente
Medio, ademas de casos registrados en China, Tailandia, Inglaterra y Estados Unidos (17). A
diferencia del SARS-CoV, el MERS-CoV sigue circulando en la actualidad y presenta una tasa
de letalidad cercana al 35% y un indice de contagiosidad (Ro) no superior a 1, por ello no ha
mostrado una capacidad de difusidn excesiva, estando confinado a la zona geogréafica de origen
(18).
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111.1.1 Emergencia del SARS-CoV-2.

El 31 de diciembre de 2019, la Comision Municipal de Salud y Sanidad de Wuhan (provincia de
Hubei, China) informo sobre un grupo de 27 casos de neumonia de etiologia desconocida, de
rapida propagacion con una exposicién comun a un mercado mayorista de marisco, pescado y
animales vivos en la ciudad de Wuhan, incluyendo siete casos graves. El inicio de los sintomas
del primer caso fue el 8 de diciembre de 2019. El 7 de enero de 2020, las autoridades chinas
identificaron como agente causante del brote un nuevo tipo de virus de la familia Coronaviridae
que posteriormente se denomindé SARS-CoV-2, cuya secuencia genética se informd por las
autoridades chinas el 12 de enero de 2020 (19).

El 11 de marzo la OMS declaré la pandemia por SARS-CoV-2 y la enfermedad ocasionada por
este agente etiologico como COVID-19. Desde el inicio de la pandemia hasta mayo del 2023 se
reportan 768 millones 237 mil 788 de casos confirmados en el mundo, 6 millones 951 mil 677
fallecidos. En la region de las Américas, hasta esta fecha se reportan 193 millones 210 mil 684
casos confirmados y 2 millones 958 mil 886 fallecidos (20). A partir del 5 de mayo la OMS
declaro el fin de la pandemia, y se han registrado en las diferentes regiones del mundo durante
el altimo periodo una disminucién en cuanto a las muertes y casos positivos a esta enfermedad.
Hasta el presente, varias investigaciones han revelado evidencias de las caracteristicas

virologicas y epidemioldgicas de este agente.

111.1.2 SARS-COV-2, agente etioldgico de la COVID-19.

111.1.2.1 Taxonomia

Los coronavirus pertenecen al orden Nidovirales, suborden Cornidovirineae, miembros de la
familia Coronaviridae pertenecientes a la subfamilia Orthocoronavirinae. Esta subfamilia se
divide en 4 géneros: Alfacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus y Deltacoronavirus
(21). Los Alfacoronavirus y Betacoronavirus infectan a los mamiferos, mientras que, los
Gammacoronavirus y Deltacoronavirus tienden a infectar a las aves, aunque, también algunos
de ellos pueden transmitirse a los mamiferos (22). EI SARS-CoV-2 es un virus zoonotico

emergente que, basado en las relaciones filogenéticas y estructuras gendémicas,



2 .!.’ é.ég. ’E.

pertenece al género Betacoronavirus y al subgénero Sarbecovirus (beta-coronavirus, beta-2b)
(18).

111.1.2.2 Estructura genética

El genoma del SARS-CoV-2, al igual que el resto de los coronavirus, lo conforma una sola
cadena de &cido ribonucleico (ARN) de polaridad positiva (+sSARN), de 30,000 nucledtidos
aproximadamente. Esta cadena de ARN se asemeja, estructuralmente a un ARN mensajero
(ARNmM) de células eucaritticas, ya que, presenta un capucha metilada (cap) en el extremo 5’ y
una cola poliadenilada (poli-A) en el extremo 3’, lo que le da un gran parecido a los ARNm de
la célula hospedera. Sin embargo, a diferencia de los ARNm eucarioticos, este genoma viral
contiene al menos seis marcos abiertos de lectura (ORF, siglas del inglés open reading frames)
que codifican para dos proteinas no estructurales: replicasa y proteasa (ORF1a/ORF1b); cuatro
proteinas no estructurales: espicula (S), envoltura (E), membrana (M) y nucleocapside (N) (23),
aunque contiene siete marcos abiertos putativos, que codifican para las proteinas accesorias. La
mayoria de estos genes solo presentan una homologia del 80% con el SARS-CoV; sin embargo,
los genes implicados en la replicacion (ORF1ab) presentan una homologia del 94% con este
virus (24). El gen de la replicasa y proteasa(ORF1ab) cubre dos tercios del extremo 5’del genoma
viral, la cual codifica para una poliproteinas (pplab) que es cortada proteoliticamente en 16
proteinas no estructurales, las cuales estan involucradas en la replicacion y transcripcion del

virus. La Figura 1 muestra un diagrama esquematico del genoma del SARS-CoV-2 (25).

pplab

S'UTR 3'UTR

ppla

~ _-‘"——___‘_‘_
e 860 414l = —
;mp1| aspd | usp3 | asp! I mps]mps|mp:lmpg}updpspiq wspl2 | w3 [ mpid ] mp:jl[m
181 819 2764 3264 3570 W3 24 4 532 9

Figura 1. Diagrama esquematico del genoma del SARS-CoV-2 (25).

Leyenda: UTR: (siglas del inglés untranslated region), S (espicula), E (envoltura), M (membrana),
N (nucleocépside), nspl1-10 (proteinas no estructurales); pplay pplab: poliproteinas lay lab.
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A pesar de ello, la secuenciacion completa de los genomas de los coronavirus detectados en
pacientes, y especialmente el gen de la RpRd y el gen S, muestran que las cepas humanas
constituyen un linaje distinto del SARS-CoV, pero muy cercano al linaje detectado en algunos
murciélagos (BatCoV RaTG) (18). La proteina S del nuevo coronavirus presenta menos del 75%
de semejanza con la de los otros coronavirus conocidos pero una identidad del 93% con la
procedente del coronavirus del murciélago. Estas semejanzas genéticas parecen confirmar el
origen del SARS-CoV- 2, que seria algiin murciélago salvaje de la zona (26).0tros hallazgos en
el genoma del SARS-CoV-2 es la insercion de cuatro residuos aminoacidicos (PRRA) en la
unién a la subunidad 1y 2 de la proteina S. Esta insercién genera un sitio de corte polibasico, el
cual permite la accion de proteinas como la furina y otras proteasas. Los estudios estructurales
de este sitio de corte han demostrado que el mismo reduce la estabilidad de la proteina S del
agente viral, ademas facilita su adaptacion conformacional para unirse al receptor de la célula
hospedera. Sin embargo, ain no se ha demostrado que este sitio de corte este asociado a la alta
transmisibilidad del SARS-CoV-2 (27).

111.1.2.3 Filogenia

Las mutaciones son parte natural del ciclo replicativo de los virus ARN, lo que conlleva a la
diversificacion de los linajes virales unido a la transmisién. La vigilancia gendmica ha generado
la creacién de bases de datos para conocer la propagacion del virus, pues es una manera de
apreciar la evolucion del SARS-CoV-2 e identificar nuevas variantes. Ademas, se ha podido
constatar la transmisibilidad y patogenicidad, asi como la susceptibilidad de agentes terapéuticos
(28).

A partir de enero 2021, aproximadamente 25000 sitios publicaron la lectura completa del
genoma del SARS-CoV-2. Se ha estimado que aproximadamente ocurren dos mutaciones en el
genoma de este virus mensualmente. El sistema de clasificacion llamado NextStrain desarrollado
por la OMS, designd una clasificacion de las variantes del SARS-CoV-2, en la figura 2 se
muestran las variantes existentes hasta septiembre del 2022 (29).

10
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Figure 2. Vista radial del arbol filogenético NextStrain del SARS-CoV-2. La leyenda sefiala las
variantes declaradas por la OMS correspondientes a las denominaciones VOC y Pangolin. EI *

indica el sublinaje que se incluye dentro de las variantes.

111.2 Morfologia y estructuras moleculares

Mediante imagenes de microscopia electronica de transmisién, la apariencia que tiene la
particula virica o virion del SARS-CoV-2 es la de una corona solar (de alli el nombre de
coronavirus). Esta particula virica presenta una morfologia esférica de un didmetro que esta
alrededor de los 100 [nm] junto con espigas de 8 a 12 [nm] de longitud aproximadamente,
compuesto por un denso viroplasma (30). La estructura del viridon consiste principalmente en
una nucleocépside (que protege al material genético viral) y en una envoltura externa. El genoma
del SARS-CoV-2 codifica cuatro proteinas estructurales: proteinas S, E, N y M ademas de

proteinas accesorias, tales como la proteina hemaglutinina esterasa (HE), proteina 3, proteina
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7a, entre otras (31). La Fig. 3 muestra una microfotografia y un esquema del SARS-CoV-2 con

los diferentes componentes estructurales del virion (32).

b Glicoproteina S

Proteina M

Hemaglutinina esterasa
fuc\

Proteina E

ARN y proteina N

Envoltura

Receptor ACE2

Figura 3. A: Estructura tridimensional (3D) del nuevo coronavirus (SARS-CoV-2).B: Diagrama
esquematico de la estructura del SARS-CoV-2 que representa las proteinas estructurales del virus.
La enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2) en la superficie de las células humanas es el
receptor que interactta con la glicoproteina S del virus (32).

La proteina S (150 kDa) es una proteina altamente N-glicosilada y sus trimeros forman la
estructura de espicula peculiar en la superficie del virus (33). Esta proteina trimérica facilita la
union del virus al receptor celular ACE-2 (siglas del inglés angiotensin converting enzyme 11) y
es la encargada del proceso de fusion con el mismo, determinando con ello el tropismo y la
capacidad de transmision en un nuevo hospedero (34). Ademas, es el Ag inmunodominante y el
mas reconocido por el sistema inmune del hospedero. Para que la proteina S pueda ejercer su
funcion debe ser hidrolizada por las proteasas pulmonares dando lugar al fragmento S1,
responsable de la unién al receptor, y al fragmento S2, responsable del proceso de fusién (14).

12
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La proteina M (25-30 kDa) se encuentra en abundancia en el virion y tiene tres dominios

transmembrana (35). Esta proteina da forma al virion y tiene un ectodominio N-terminal y un
endodominio C-terminal. La proteina M se encuentra en el viribn como un dimero y ayuda a

mantener la curvatura de la membrana y la union a la nucleocapside (36).

La proteina E, es una proteina transmembrana de 8-12 kDa que se encuentra en el virion y tiene
un ectodominio N-terminal y un endodominio C-terminal. La misma tiene dentro de sus
funciones el ensamblaje y liberacion del virus y la de actuar como una viroporina en la membrana
de la célula hospedera como canal ionico, necesario para la patogénesis del SARS-CoV y
probablemente del SARS-CoV-2 (37).

La proteina N a través de sus aproximadamente 140 amino&cidos, tiene un dominio de union al
ARN. Esta proteina juega un rol importante en el empaquetamiento del ARN viral, y en cuanto
al SARS-CoV-2 esta altamente conservada y tiene un 90% de similitud con el SARS-CoV. La
poliproteina replicasa no estructural es una proteina multifactorial que contribuye a la
patogénesis del virus, aunque su papel principal es potenciar la replicacién y transcripcién del
ARN viral. EI ORFlab contiene un dominio especifico RdRp que actia como pivote en la

transcripcion y replicacion del SARS-CoV-2(38).
111.2.1 Patogénesis y tropismo celular

El SARS-CoV-2 infecta y se replica de forma eficiente en los neumocitos, macréfagos y células
dendriticas de las partes mas profundas del parénquima pulmonar (39). El primer paso de la
infeccion celular por el SARS-CoV-2 es la unién de la glicoproteina S al receptor celular ACE-
2, que es utilizado por este virus para unirse a las células e iniciar el proceso infeccioso (40). La
estructura de la proteina S y su interaccion con el receptor se han analizado en detalle. La ACE-
2 es también el receptor para SARS-CoV, por lo que se cree que la fisiopatologia del nuevo
coronavirus a nivel pulmonar es muy parecida a la de este virus, con un predominio evidente de
IRAG como la neumonia (41). Sin embargo, la afinidad con la que se une la proteina S del
SARS-CoV-2 es de 10 a 20 veces mayor que la del SARS-CoV, la gran afinidad de este virus
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por los tejidos nasofaringeos y orofaringeos, puede explicar la mayor y rapida contagiosidad del

nuevo coronavirus (42).

La interaccion de la subunidad S1 con el receptor promueve la endocitosis del virion. EI pH
acido y las proteasas endosomiales catalizan la escision de las dos subunidades de S, y modifican
S2 para que actle como proteina de fusion, que facilita la fusion de las dos bicapas lipidicas, la
envoltura del virion y la membrana de vesicula endocitica, liberando la nucleocépside en el
citoplasma de la célula infectada. La proteasa de serina TMPRSS2 es una enzima crucial en la
activacion de S2 para la fusién y entrada de SARS-CoV-2 en el citoplasma, por lo que los agentes
inhibidores de TMPRSS2 son capaces de bloquear la infeccion y podrian tener aplicacion

terapéutica (43).

Una vez en el citoplasma y tras la descapsidacion, se inicia la traduccion del ARN gendmico,
que al ser de polaridad positiva actia como un ARNm. Se traducen los ORF lay 1b, proximos
al extremo 5, con lo que la célula fabrica las poliproteinas ppla (4.382 aminoacidos) y pplab
(7.073 aminoéacidos) (14). Dos de los componentes de las poliproteinas tienen actividad proteasa
y catalizan la escision de las propias poliproteinas en proteinas individuales, entre ellas la
replicasa del virus, que es una RdRp, y otras proteinas accesorias(44). La replicasa genera la
molécula complementaria completa (ARN gendémico de polaridad negativa), tomando como
molde el ARN genomico, que a su vez es el molde para sintetizar las copias numerosas de
genomas destinados a la progenie viral; y también los ARN subgendmicos, que se tomaran como
moldes para los ARNm correspondientes a los genes que codifican para las cuatro proteinas
estructurales, de las cuales S 'y M son glicosiladas en el aparato de Golgi (14).

La distribucidn subcelular correcta de las proteinas estructurales es necesaria para el ensamblaje
de los componentes de los viriones hijos, que incluye la encapsidacion selectiva de las copias de
ARN gendmico (los ARN de polaridad negativa que se han sintetizado para actuar como moldes
no son encapsidados); y los viriones hijos emergen del reticulo endoplasmatico en el interior de

vesiculas que se fusionan con la membrana citoplasmatica, liberando la progenie viral (45). La
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infeccion conduce finalmente a la muerte de la célula, posiblemente por apoptosis; en cultivos

celulares pueden observarse efectos citopaticos: redondeamiento de las células, que mueren y se
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Figura 4. Ciclo replicativo de SARS-CoV-2 (47)

Leyenda: ACEZ2: (siglas del inglés angiotensin converting enzyme I1) S (espicula), E
(envoltura), M (membrana), N (nucleocépside), pplay pplab: poliproteinas lay lab;
ORF: (siglas del inglés open reading frames).
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111.2.2 Caracteristicas, manifestaciones clinicas y epidemiologia de la enfermedad.

Mientras que en el SARS-CoV el periodo de transmisibilidad solo se producia desde el inicio de
la aparicion de los sintomas caracteristicos de la enfermedad asociada a este coronavirus, se ha
demostrado que el SARS-CoV-2 puede hacerlo desde el periodo de incubacion. Incluso, surge

la posibilidad de que existan transmisores asintomaticos con un largo periodo de excrecion (48)

El curso de la COVID-19 es variable y se presenta con tres patrones clinicos, mas alla de los
casos asintomaticos: (a) una infeccion moderada del tracto respiratorio superior con sintomas
leves; (b) una neumonia clinica y radiolégicamente evidente; y (¢) una neumonia grave asociada
a un dolor agudo respiratorio que podria progresar hacia la insuficiencia respiratoria y
fallecimiento del paciente. La neumonia grave se presenta preferentemente en varones con edad
superior a los 65 afios y con comorbilidades como diabetes, patologias pulmonares, cardiacas e

hipertension (49).

Los sintomas mas comunes, fiebre y tos, estan presentes en la mayoria de los pacientes, pero
no en todos los casos sintomaticos. La fiebre puede ser alta y prolongada, lo que se asocia a
un desenlace desfavorable (50). La tos puede ser seca o productiva con igual frecuencia, y a
veces se acompafia de hemoptisis. Ademas, pueden desarrollarse otros sintomas como fatiga,
cefalea, disnea, alteraciones de los sentidos del gusto (ageusia) y del olfato (anosmia), dolor de
garganta, congestion nasal y rinorrea. Las manifestaciones gastrointestinales, como nauseas,
vomitos, malestar abdominal y diarrea, son sintomas que por lo general se presentan de forma
temprana en algunos pacientes (51). Estos sintomas digestivos se correlacionan con mayor

frecuencia de deteccion y mayor carga viral en materia fecal (52).

Entre las complicaciones mas comunes de la COVID-19 se menciona la neumonia, presente
virtualmente en todos los casos graves, el sindrome de dificultad respiratoria del adulto (SDRA),
la miocarditis, el dafio renal agudo y las sobreinfecciones bacterianas, frecuentemente en la

forma de choque séptico. EI compromiso de multiples 6rganos se expresa por la alteracién de
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las pruebas bioquimicas, como la elevacion de las aminotransferasas, deshidrogenasa lactica,

creatinina, troponinas, proteina C reactiva y procalcitonina (50).

Desde el punto de vista epidemioldgico, la fuente primaria mas probable de la enfermedad
producida por el SARS-CoV-2 es de origen animal. En este momento parece claro que el
reservorio del virus es el murciélago, mientras que se sigue investigando acerca del animal
hospedador intermediario, donde ha surgido controversia entre el pangolin y otros (53). La via
de transmisidn entre humanos se considera similar al descrito para otros coronavirus a través de
las secreciones de personas infectadas, principalmente por contacto directo con gotas
respiratorias de mas de 5 micras (capaces de transmitirse a distancias de hasta 2 metros) y las
manos o los fomites contaminados con estas secreciones seguido del contacto con la mucosa de
la boca, nariz u ojos (54). El SARS-CoV-2 se ha detectado en las heces y la orina, ya que, una
de las vias de transmision es la fecal-oral, sin embargo no es una via muy considerada por la
baja carga viral que se ha encontrado, comparado con los exudados nasofaringeos (55). El
periodo de incubacion medio para este coronavirus, es de 5-6 dias, con un amplio rango de 0 a
24 dias y la transmision de la infeccion ocurre fundamentalmente en la primera semana de la
presentacion de los sintomas, desde 1-2 dias antes hasta 5-6 dias después. En los casos mas

graves esta transmision seria mas intensa y mas duradera (50,27).

111.3 Respuesta Inmune

111.3.1 Respuesta Innata

La primera barrera defensiva frente a una infeccién viral es la inmunidad innata: los receptores
celulares reconocen algunos componentes virales e inducen respuestas de produccion de
interferon de tipo | (INF1) y de citosinas proinflamatorias. Los interferones son moléculas
inespecificas capaces de detener la replicacion viral en células infectadas. En los coronavirus, el
propio ARN del genoma viral y los complejos de ARN bicatenario formados con el
intermediario de replicacién negativo y los +ssSARN son reconocidos por receptores
intracelulares: TLR3 y TLR7, en el endosoma, y RIG-I/MDAS (56). La respuesta inflamatoria

tiene valor defensivo, ya que promueve la salida de leucocitos de los vasos sanguineos y su
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acumulacion en los tejidos infectados; pero también conlleva una agresion al propio tejido,
consecuencia de la liberacion de radicales citotdxicos por las células inflamatorias. Por ello, es
crucial la regulacién de la respuesta inmune, ya que una inflamacién excesiva incrementara la
gravedad del proceso; la situacion extrema es la inflamacion generalizada, que aparece como
consecuencia de una liberacion masiva de citosinas proinflamatorias (Interleucina 1, factor
necrosante de tumores alfa, interleucina 6, interleucina 12, quimiocinas, entre otros), lo que se
conoce como “tormenta de citocinas” (57). Ademas las citosinas proinflamatorias, son un
quimioatrayente para los macréfagos, las células T y las células natural killer que son inducidas
mayoritariamente por las infecciones ocasionadas por el SARS-CoV, que por el SARS-CoV-2,

de ahi la alta mortalidad de este agente infeccioso (58).

La activacion excesiva del sistema inmune innato que causa tormentas de citocinas ocasionando
dafo del sistema microvascular y activa el sistema de coagulacion e inhibicion de la fibrinolisis.
La coagulacion intravascular diseminada conduce a trastornos generalizados de la

microcirculacién que conllevan a un fallo multiorganico (59).

111.3.2 Respuesta Adaptativa

Las respuestas de inmunidad especifica se producen por los linfocitos B (respuesta de Ac) y T
(inmunidad celular). No todos los Ac que se producen protegen frente a la infeccién; algunos
son capaces de neutralizar la infectividad de los viriones y de acelerar su eliminacion, pero otros
carecen de eficacia e incluso algunos pueden facilitar la entrada del virus en células que carezcan
de receptores para €l, pero que posean receptores para la parte inespecifica de las
inmunoglobulinas, como ocurre con los macrofagos, neutrofilos y algunas poblaciones
linfocitarias. Este mecanismo, en el que determinados anticuerpos facilitan la infeccion de
células inmunitarias, se ha descrito en enfermos de COVID-19 y se ha relacionado con la

desregulacion de las respuestas (60).

Aunque aun es muy limitado el conocimiento sobre la respuesta humoral en SARS-CoV-2, la

evidencia muestra que las respuestas especificas de los linfocitos T son importantes para el

reconocimiento del virus y a su vez, en la destruccion de las células infectadas, particularmente,

en los pulmones de los individuos infectados (58). Los resultados de un estudio con 128 casos
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mostraron que el nimero y funcion de los linfocitos T citotoxicos (CD8+) fueron mayores que
las respuestas de los linfocitos T helper (CD4+) (61). Respecto a los anticuerpos producidos por
los linfocitos B, la IgM se produce cuando la infeccion es méas incipiente, mientras que, la 1gG
se produce en etapas mas tardias. Se han reportado limitados detalles serologicos de los Ac frente
a la infeccién por SARS-CoV-2. Sin embargo, en un estudio preliminar, se mostrd, que después
del inicio de la enfermedad, se obtuvo un pico para IgA después de cinco dias de aparecidos los
sintomas, IgM al noveno dia, mientras que, para IgG se obtuvo esta respuesta en la segunda
semana (61,58). Ademas, se ha reportado que el SARS-CoV-2 induce produccion de 1gG contra
la proteina (N), la que puede ser detectada en el suero a los 14 dias después del inicio de la
enfermedad (58).

111.4 Diagndstico viroldgico

La evidencia cientifica demuestra que el 80% de los pacientes con COVID-19 son asintomaticos,
y existe la posibilidad de que este grupo de personas infectadas con SARS-CoV-2 eliminen y
transmitan el virus, lo que indica que el diagndstico temprano para el tratamiento y control de la
infeccidon por coronavirus es crucial (62). En la practica diaria, la sospecha de infeccién
respiratoria por SARS-CoV-2 esta basada en la alta incidencia, los datos epidemiologicos, asi
como las manifestaciones clinicas y radioldgicas (63). En la primicia de la pandemia, producto
a la poca experiencia que se tenia con la COVID-19, surgieron muchas dudas respecto a cuéles

eran las mejores técnicas para su diagndstico.

En este sentido, al inicio del brote epidémico se utilizo la secuenciacion del genoma viral como
método diagnostico, pero esta técnica es costosa y poco practica para el procesamiento de
grandes cantidades de muestras (2). Actualmente el mundo cuenta con una gran variedad de
ensayos ofrecidos en el mercado para este propdsito y una gran cantidad de literatura médica
que se va conociendo cada dia, con resultados muy variables, respecto a la utilidad de los

mismos, precision e interpretacion de estos. De manera general el diagndstico

para la confirmacion de la infeccion viral esta basado en el uso de medios convencionales, del

diagndstico seroldgico y de las herramientas de biologia molecular (63).
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111.4.1 Diagndstico molecular

Actualmente, el diagndstico especifico de la infeccion por SARS-CoV-2 se realiza mediante la
busqueda del ARN viral en muestras de secreciones respiratorias, saliva e hisopado nasal o
faringeo, mediante la RCP-TR (64), la que puede amplificar un segmento de los primeros ORF
lay 1b, del gen de la RdRp, del gen que codifica para la proteina E o del de la proteina de N
Fig. 5 (65). La eficiencia analitica de la RT-PCR para el diagndstico de COVID-19 es > 96 %
(66). La OMS ha establecido que, para la confirmacion de un caso, es necesaria la deteccion de
fragmentos genéticos de al menos dos genes del SARS-CoV-2. De esta manera, es fundamental
que el protocolo de amplificacion de acidos nucleicos implementado incluya al menos, dos genes
blancos, uno de ellos de tamizaje (deteccidén de segmento comin a otro Betacoronavirus) y otro
de alta especificidad para SARS-CoV-2 (67). Las ventajas de la RCP-TR como técnica de
diagnostico son: la elevada sensibilidad, especificidad y rapidez en la obtencion de un resultado

(68); considerada asi, la técnica estandar de oro para el diagndéstico de la COVID-19.
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Figura 5. Diagrama representativo que muestra los conjuntos de cebadores de diagndstico

actualmente disponibles en el genoma del SARS-CoV-2 (65).

Leyenda: Los nimeros representan posiciones del genoma de acuerdo con el aislado de SARS-
CoV-2 Wuhan-Hu-1. Cada juego de cebadores, para el diagnostico, fue indicado por flechas

grises.
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Hoy dia se han desarrollado otras técnicas para el diagnéstico de los SARS-CoV-2, incluidos
otros Betacoronavirus. La amplificacion isotérmica (LAMP) que presenta una alta eficiencia, ya
que, amplifica con alta especificidad y sensibilidad el ARN. Es un ensayo muy rapido y no se
necesitan reactivos y equipos de alto costo. También se cuenta con la deteccion de &cidos
nucleicos a través de CRISPR-Cas13a/C2c2, que ha permitido identificar amplicones dianas con
probes fluorescentes, luego de la amplificacion por la RCP-TR o LAMP, con gran exactitud y
sensibilidad en el diagndstico de la COVID-19.

111.4.2 Diagnéstico seroldgico

Los ensayos serologicos que detectan los Ac producidos por el organismo humano en respuesta
a la infeccién por el SARS-CoV-2 pueden ser Utiles en diversas circunstancias. Por ejemplo, los
estudios de serovigilancia pueden utilizarse para apoyar la investigacion de un brote en curso y
para respaldar la evaluacion retrospectiva de la tasa de ataque o el tamario de un brote (69). Dado
que el SARS-CoV-2 es un patdgeno nuevo, todavia no se conocen a fondo las respuestas
inmunitarias a que da lugar, de modo que las pruebas de deteccion de Ac deben utilizarse con
cautela y no deben utilizarse por si solas como medio de diagnéstico para identificar casos

agudos en la atencion clinica o con fines de localizacion de contactos (70).

En este sentido, las interpretaciones deben ser realizadas por un experto y dependen de varios
factores, entre ellos el momento de la enfermedad, la morbilidad clinica, la epidemiologia y la
prevalencia en el entorno, el tipo de prueba utilizada, el método de validacion y la fiabilidad de
los resultados. Se ha observado que la seroconversion (aparicion de una respuesta de Ac
mensurable a raiz de la infeccion) es mas fuerte y rapida en los pacientes graves que en los que
tienen sintomas més leves o infecciones asintomaticas. Un diagnostico fiable de la infeccion por
el SARS-CoV-2 basado en la respuesta de Ac de los pacientes a menudo solo sera posible en la
fase de recuperacion, cuando ya habran pasado las oportunidades de intervencion clinica o de
interrupcion de la transmision de la enfermedad. Por lo tanto, las pruebas seroldgicas no son
adecuadas como sustituto de los ensayos viroldgicos a la hora de orientar las actividades de
localizacion de contactos o la gestion clinica. El tiempo de persistencia de los Ac generados

en respuesta al SARS-CoV-2 sigue siendo objeto de estudio (71).
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Ya se dispone de pruebas comerciales y no comerciales que miden los Ac aglutinantes
(inmunoglobulinas totales (lg), 1gG, IgM, y/o IgA en diferentes combinaciones) utilizando
diversas técnicas, entre ellas el inmunoensayo de flujo lateral, el ensayo de inmunoabsorcion
enzimética (ELISA) y el inmunoensayo de quimioluminiscencia (ECLIA). Se han publicado
varias validaciones y revisiones sistematicas de estos ensayos (72).

111.5 Evaluacion de los diagnosticadores

Contar con diagnosticadores con alta sensibilidad y exactitud es un requisito indispensable en
cualquier sistema de salud. Para su empleo se necesita demostrar que los mismos responden al
propdsito por el cual fue disefiado. Para ello no basta solamente evaluar las caracteristicas
funcionales en las propias instalaciones, sino que es necesario que un laboratorio no
comprometido con el mismo realice una adecuada evaluacion de desempefio del diagnosticador.
Es indispensable comprobar las caracteristicas descritas para el diagnosticador y emitir un

informe donde se exponga los resultados del estudio (12).

Actualmente la base reguladora para los diagnosticadores no contiene ningun documento
especifico para llevar a cabo la evaluacion de desempefio. En cuanto a los requisitos especificos
segun los diferentes tipos de diagnosticadores no estan descritos. En la regulacion 47/2007
dictaminada por el CECMED se hace referencia a una serie de definiciones, requisitos y
procedimientos que guian tanto al fabricante como al laboratorio clinico para evaluar el
desempefio de los diagnosticadores que se utilizan en el Sistema Nacional de Salud, ya sean de
produccién nacional o de importacion. Ademas debe ser utilizada por el fabricante durante la

etapa de disefio y desarrollo del diagnosticador (12).

Para evaluar el desempefio de los diagnosticadores se deben cumplir una serie de requisitos

generales como:

1-El diagnosticador se evaluara bajo las condiciones en que sera utilizado. Se tendra en cuenta
diversos factores (muestras biologicas, analistas, equipos, condiciones ambientales e

instalaciones).
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2-La evaluacidn del funcionamiento o desempefio se realizaran teniendo en cuenta muestras de
la poblacion. Se debe considerar en qué tipo de muestra bioldgica se realiza la determinacion

(orina, saliva, sangre, suero, plasma, heces entre otras).

3- Para la toma de muestras se tendran en cuenta las variables bioldgicas o fisioldgicas que son

componentes de la variabilidad.

4- Las caracteristicas del desempefio que se evaluaran durante el estudio, seran aquellas que se
consideren de utilidad para evaluar el desempefio del diagnosticador, por lo que se debe

considerar el tipo de ensayo (cualitativo o cuantitativo) y la aplicacién del producto.

5- Si se identifican resultados discrepantes de un ensayo durante una evaluacion, deberan

resolverse hasta donde sea posible.

6-Los resultados de los estudios de la evaluacion del desempefio deberan ser analizados
utilizando métodos estadisticos apropiados. También el personal que lleve a cabo la evaluacion

debera tener conocimiento y cumplir con las Buenas Préacticas de Laboratorio clinico.

En cuanto al desempefio diagnostico o clinico, se evalGan caracteristicas de desempefio que
implican un niamero de muestras bioldgicas estadisticamente significativas. Este tipo de estudio
es necesario para demostrar la relacion entre el resultado y la condicidn clinica del paciente.
Durante la epidemia de COVID-19 en Cuba, se introdujo al pais una serie de diagnosticadores

para detectar la presencia del SARS-CoV-2 causante de esta enfermedad.

111.5.1 Diagndstico mediante deteccion de Ag

Las PRD-Ag detectan componentes estructurales del virus (tales como proteina S, proteina N),
presentes durante etapas tempranas de la infeccién en muestras de secreciones nasofaringeas (7).
Teoricamente el Ag viral es un marcador especifico del virus y precede a la aparicion de los Ac
en pacientes infectados, por lo que la deteccion del Ag viral puede servir como una prueba rapida

Yy menos costosa para diagnosticar tempranamente a personas infectadas (73,8).
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La OMS ha publicado recomendaciones sobre el uso de PRD-Ag durante la pandemia de
COVID-19y harevertido recomendaciones anteriores que instaban a los paises a no usar pruebas
de inmunodiagnostico, que incluian pruebas de Ag y Ac. En septiembre de 2020, la OMS
recomendd una sensibilidad minima del 80% y una especificidad del 97% para las pruebas de
Ag, en comparacion con una prueba molecular. En este sentido se han publicado varios informes
con respecto al rendimiento de los ensayos rapidos de Ag disponibles comercialmente en
Alemania (74), India (75), Italia (76), Espafia (77), Tailandia (78) y Estados Unidos (79). Todos
los resultados indicaron que la sensibilidad de las pruebas era apropiada (70,6% -100%) y la
especificidad alta (96% -100%).

Los resultados de un metandlisis de articulos publicados mostré que la sensibilidad y
especificidad promedio fue del 56,2% (95% IC: 29,5% a 79,8%) y 99,5% (IC 95%: 98,1% a
99,9%) respectivamente (80). Es por ello que en su guia provisional mas reciente, la OMS
reconoce que a pesar de tener una sensibilidad menor que las pruebas moleculares, las pruebas
de Ag ofrecen la posibilidad de una deteccion rapida y econdémica del SARS-CoV-2 en
individuos que tienen cargas virales elevadas y, por lo tanto, tienen un alto riesgo de transmitir

la infeccidn a otras personas (11,81).

Estudios clinicos referentes al periodo infeccioso de los pacientes con COVID-19, han reportado
que el virus se puede multiplicar en los pacientes dentro de los primeros 8 dias después de la
aparicion de los sintomas. Este hallazgo corresponde a las recomendaciones de los fabricantes
de que las PRD-Ag se pueden utilizar dentro de los primeros 5-7 dias después de la aparicion de
los sintomas. La amplia disponibilidad de PRD-Ag y el tiempo de resultado rapido ofrecen la
promesa de realizar pruebas de manera eficiente a un gran nimero de personas en entornos
comunitarios para garantizar ambientes seguros para la reanudacion de actividades, que son
importantes por razones sociales, educativas y economicas. La consideracion cuidadosa de los
valores predictivos positivos y negativos (VPP y VPN respectivamente), asi como la
especificidad y sensibilidad calculados a partir del desempefio de la prueba y la prevalencia
estimada de la infeccidn, son cruciales para sopesar los riesgos y las consecuencias de los

resultados: falsos positivos y falsos negativos (81).
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Organizaciones comerciales y de investigacion de todo el mundo han desarrollado nuevos
inmunoensayos de Ag virales como pruebas de diagnostico para la infeccion por SARS-CoV-2.
Desde los inmunoensayos con dispositivo de flujo lateral, los ensayos ELISA, hasta los ensayos
basados en inmunofluorescencia (IFA), se encuentran en el mercado con el objetivo de ofrecer

una alternativa viable, rapida y barata para el diagnéstico de la COVID-19.

111.5.2 Utilidad y limitaciones de los ensayos rapidos para el diagndstico de la COVID-19

Las pruebas rapidas de diagndstico de la COVID-19 constituyen en la actualidad uno de los
grandes retos en relacién a esta pandemia y su objetivo fundamental es proporcionar un
diagnostico fiable y seguro de esta enfermedad. Para cumplir dicho objetivo, la optimizacion de
los nuevos ensayos, asi como una mejor comprension de su utilidad y limitaciones, constituyen
retos esenciales. La Fig. 6 representa un grafico en el que se expresan las probabilidades de
deteccion en funcion de los diferentes tipos de pruebas y del tiempo transcurrido desde la
aparicion de los sintomas asociados a la enfermedad (82). Mediante este podemos analizar el

momento idoneo para el empleo de un método diagndstico u otro.

En la Fig. 6 se puede observar que en la fase muy inicial del cuadro (unos dias antes de aparecer
la clinica y hasta unos 5-7 dias después) los nuevos ensayos de Ag tienen utilidad para detectar
la infeccion, haciéndolo con una fiabilidad muy aceptable en la actualidad. Sin embargo,
presentan como limitacién importante que son menos precisas que la RCP-TR al requerir de
mayor cantidad de carga viral para positivarse. Como principales ventajas se citan el que se

obtiene un resultado inmediato y a un coste mucho mas reducido (83).

En relacion a las pruebas seroldgicas o de Ac, al medir proteinas asociadas a la respuesta inmune
frente al virus requieren de cierto tiempo para positivarse (sobre todo a partir del dia 14 de la
aparicion de signos) como muestra la Fig. 6, por lo tanto, no tienen utilidad para el diagnostico
de la enfermedad activa. Los resultados de los ensayos serologicos varian ampliamente entre
unos y otros grupos de pruebas (como entre pacientes con enfermedad leve y pacientes con
enfermedad moderada a grave, 0 en pacientes jovenes frente a pacientes de edad), el momento

en que se realiza la prueba y la proteina viral objetivo.
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Test PCR: detectan particulas virales genéticas
el test puede permanecer positivo durante largo
tiempo después de la infeccion.

= Test antigenos: detectan proteinas virales y
puede volver a positivarse cuando la persona es
mas infecciosa.

EXpOSiCién Inicio de = Test anticuerpos: detectan la respuesta inmune
Ell ViFUS Si nos frente al virus, no son efectivos en la primera
g fase de Ia infeccion,

Anticuerpos
IgG

Anticuerpos
IigM

Probabilidad de deteccion

1 1 I I 1

2 3 - 5 6

Tiempo desde la aparicién de signos (en semanas)

Figura 6. Representacion gréfica de las probabilidades de deteccion en funcidn de los
diferentes tipos de ensayos y del tiempo transcurrido desde la aparicion de sintomas (82).

En las pruebas de deteccion de anticuerpos para el coronavirus también pueden producirse
reacciones cruzadas con otros agentes patdgenos, entre ellos otros coronavirus humanos (84), o
con afecciones preexistentes (por ejemplo, embarazo, enfermedades autoinmunes) y asi
obtenerse resultados falsos positivos. Esta constituye una de las mayores limitaciones del uso de

estas pruebas.

Dentro de las limitaciones que presenta la RCP-TR se encuentra el elevado costo de la técnica,
el requerimiento de personal calificado para el desarrollo de los ensayos, asi como que la colecta
de las muestras debe realizarse en la forma y momento apropiados, lo que influye en la carga
viral (68).Otra restriccion muy importante es la relacionada con las propiedades de los ensayos

diagndsticos COVID-19 actuales, en términos de sensibilidad, especificidad, valores predictivos
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positivo y negativo. Desgraciadamente, en la actualidad ain no se dispone de suficiente
informacidn de calidad para muchas de estas pruebas. Especialmente relevante es el hecho de
que mucha de la informacion disponible sobre los valores de fiabilidad de las mismas se ha

obtenido en un contexto determinado, habitualmente hospitalario o de Atencidn Primaria (85).

111.6 Emergencia del SARS-CoV-2 en Cuba

Desde los primeros reportes y alertas de la OMS, Cuba confecciono e implemento el Plan
Nacional de Enfrentamiento a la COVID-19, que ha permitido mantener controlada la situacion
epidemioldgica. Hasta mayo de 2023 se han reportado en Cuba, 1 millon 113 mil 400 y 8530
fallecidos (86). Analizando el impacto de estas acciones en cifras, se advierte que Cuba ha
registrado inferiores cifras de casos diagnosticados por millon de habitantes y de tasas de
fallecidos por millén de habitantes en comparacion con el mundo, en general, y con América
Latina, en particular. Los datos evidencian el impacto positivo de las estrategias y las acciones
implementadas en el pais en su enfrentamiento a la COVID-19. En este sentido, el desarrollo de
varias investigaciones nacionales de las ciencias biomédicas, biotecnolégicas, inmunolégicas,
entre otras ha sido esencial para la confeccion, implementacion y actualizacion del Plan Nacional
de Enfrentamiento a la COVID-19.

El IPK, institucion nacional de referencia para el diagndstico y tratamiento de las enfermedades
infecciosas se designd para la hospitalizacion y el diagnéstico confirmatorio de los primeros
casos sospechosos de COVID-19. Inicialmente, el diagnostico viroldgico se realizd en el
departamento de Virologia del Centro de Investigacion, Diagnostico y Referencia de esta
institucion. Luego, se llevaron a cabo acciones de descentralizacién que permitieron la
introduccion y extension del diagndstico molecular de SARS-CoV-2 a otros laboratorios en las
diferentes provincias del pais. Al mismo tiempo, se confeccionaron protocolos imprescindibles
para la implementacion de las pautas para la confirmacién y el control de calidad de dicho
diagnostico; la evaluacion de reactivos, insumos y equipamientos, y el desarrollo de
investigaciones dirigidas a fortalecer el diagndstico y a ofrecer un mayor conocimiento de la

enfermedad y la epidemia en el pais (87-89).
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IV. Materiales y métodos

Se realizd un estudio descriptivo con componentes analiticos para proporcionar evidencias

cientificas sobre la efectividad del empleo de estuches de deteccion rapida de Ag SARS-CoV-2

como método de diagndstico de esta enfermedad. Debemos destacar que cada estuche a evaluar

se realiz6 en diferentes condiciones y en distintos momentos de la pandemia en Cuba.

1.1 Universo de estudio

El universo de estudio estuvo conformado por muestras de individuos sospechosos de una IRA
y contactos directos de casos confirmados con SARS-CoV-2, que asistieron a las consultas
habilitadas para la deteccién primaria a pacientes COVID-19 en las siguientes instalaciones de
salud publica: Hospital del IPK, Policlinicos Elpidio Berovides, Cristobal Labra y Aleida
Hernandez todos pertenecientes al municipio de La Lisa. Ademas, de los Policlinicos Ramoén
Gonzalez Coro y Carlos Manuel Portuondo del municipio Marianao, asi como en el Centro de
aislamiento Vocacional Lenin. Se incluyeron un grupo de trabajadores del IPK sin sintomas ni
signos de IRA como controles negativos. Esta evaluacion fue ejecutada en el periodo

comprendido de julio a octubre de 2021 y en los meses de enero a febrero de 2022.
V.2 Muestras

Para evaluar los Estuches de Deteccion Répida de Ag SARS-CoV-2, utilizaron muestras de
exudado nasofaringeo, nasal y orofaringeo en el lugar donde se ubico el paciente, utilizando los
insumos de cada estuche y ademas se colectaron muestras de exudado nasofaringeo en medios
de transporte viral para realizar la RCP-TR. Estas ultimas se procesaron en 24 horas después de
su coleccion para realizar la prueba confirmatoria. La evaluacion se realizé en las consultas
médicas primarias de las diferentes entidades de Salud Publica, luego de que el medico a cargo
realice un diagndstico presuntivo. Los locales destinados para llevar a cabo el estudio estuvieron
ventilados y con excelente iluminacion. El personal que realizo la toma de muestra, mantuvo
una higiene adecuada, ademas del uso de los equipos de proteccion. Los desechos fueron

colectados en bolsas para uso de material bioldgico.
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El estudio se llevo a cabo en diferentes sitios de Salud: Hospital del IPK (n=450), Policlinico
Elpidio Berovides (n=114), Cristobal Labra (n=324) y Aleida Hernandez (n=137) todos
pertenecientes al municipio de La Lisa. Ademas, de los Policlinicos Ramén Gonzélez Coro
(n=20) y Carlos Manuel Portuondo (n=49) del municipio Marianao, asi como en el Centro de
aislamiento Vocacional Lenin (n=29). Para un total de 1123 muestras independientemente del

dia de inicio de los sintomas y 811 colectadas en los primeros cinco dias de aparicion de los

sintomas.

Segun el total de muestras analizadas por cada prueba rapida evaluada se dividen en: COVID-
19 Antigen Rapid Test (Colloidal Gold), JoinStar (n=106), COVID-19 ANTIGEN RAPID
TESTING KIT (Colloidal Gold) (n=73), ONE Step Rapid Test COVID-19 Antigen Rapid Test Kit
(Swab) (n=76), COVID-19 Antigen Test Gmate (n=69), Novel Coronavirus (SARS-CoV-2)
Antigen Rapid Test Kit Jinwofu (n=86), Rapid SARS-CoV-2 Antigen Test Card, MP (n=78),
Novel Coronavirus (SARS-CoV-2) Antigen Test Kit, REALY TECH (n=62),SARS-CoV-2 Antigen
Self-Test Nasal (ROCHE) (n=57), SARS-CoV-2 Rapid Antigen Test Nasal (ROCHE) (n=58),
Novel Coronavirus (SARS-CoV-2) Antigen Detection Kit, AVIOQ (n=72), Oralwell COVID-19
Antigen Rapid Saliva Test Device (n=68), Novel Coronavirus (SARAS-CoV-2) Antigen Detection
Kit, CORE TEST (n=82), Novel Coronavirus (SARAS-CoV-2) Antigen Detection Kit y Rapid
Response (n=59).

Dos de los Estuches de Deteccion Rapida de Ag SARS-CoV-2 (Standard Q y F), se evaluaron a

partir de muestras con resultados negativos y positivos por RCP en tiempo real.

-Panel de muestras de exudado nasofaringeo negativas al SARS-CoV-2 mediante RCP-TR
por los estuches SENTINEL y RIDA. Se emplearon 68 muestras de pacientes pertenecientes
a diferentes criterios clinico-epidemioldgicos y de laboratorio diagnosticados por la RCP-
TR procedentes del diagnéstico del SARS-CoV-2 que realiza el IPK.

-Panel de muestras de exudado nasofaringeo positivas al SARS-CoV-2 mediante RCP-TR
por los estuches SENTINEL y RIDA. Se emplearon 109 muestras de pacientes
pertenecientes a diferentes criterios clinico-epidemioldgicos y de laboratorio diagnosticados
por la RCP-TR procedentes del diagndstico del SARS-CoV-2 que realiza el IPK.
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1V.2.1 Definicién atil

Sospechosos: Persona que cumple los criterios clinicos y epidemioldgicos de estar infectados
por SARS-CoV-2. Los primeros incluyen aparicion subita de fiebre y tos y otros sintomas como:
debilidad general/fatiga, cefalea, mialgia, dolor de garganta, resfriado nasal, disnea,
anorexia/nauseas/vomitos, diarrea, estado mental alterado. Dentro de los criterios
epidemioldgicos se encuentran: haber residido o trabajado en una zona de alto riesgo de
transmision del virus en algin momento del periodo de 14 dias anterior a la aparicion de los
sintomas; haber residido en una zona en la que haya transmision comunitaria o haber viajado a

ella en algun momento del periodo de 14 dias anterior a la aparicion de los sintomas.

V.3 Diagnostico molecular. RCP-TR

Se analizaron las muestras a partir de la RCP-TR STAT-NAT COVID-19 MULTI de la casa
comercial SENTINEL DIAGNOSTICS, Milén, Italia. Este ensayo amplifica simultdneamente
dos genes del SARS-CoV-2: RARP y Orflb. Los cebadores son especificos ademés el gen
RNAasa P Humana, el que se utiliza como control interno. La RCP-TR STAT-NAT COVID-19
MULTI cuenta con 10 ciclos silentes, en donde la deteccién de fluorescencia esta apagada, de
ahi que al Ct (ciclo de la RCP al cual se comienza a detectar la sefial fluorescente por encima de
la sefial de fondo, cycle threshold por sus siglas en inglés) resultante se le debe afiadir 10 ciclos

de amplificacion mas con el propésito de comparacion con otros ensayos de RCP-TR.

Asi mismo se realizd el diagndstico del gen de la envoltura (E) de SARS-CoV-2 mediante el
empleo del estuche RIDA®GENE SARS-CoV-2 (R-Biopharm, Alemania), siguiendo el
protocolo descrito por el fabricante. Este método utilizo la tecnologia de sondas TagMan y esta
basado en el protocolo desarrollado por la universidad Charité de Alemania, recomendado por
la OMS (64). Se utilizaron los controles positivo, negativo e interno incluidos en el estuche. El
limite de deteccion del ensayo RIDA®GENE, utilizando LightCycler® 48011, es > 50 copias /

reaccion. Las muestras con un valor de CT de > 35 estan dentro del limite de deteccion. Es de
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sefialar que el limite de deteccion de la RCP-TR depende de la matriz de la muestra, el

termociclador y la extraccion de ARN y puede variar en consecuencia (90).

IVV.3.1 Condiciones de la coleccidn y procesamiento de las muestras
Todas las muestras que se utilizaron provenientes de medio de transporte viral, se almacenaron

a 4°C hasta su posterior utilizacion. Las mismas se procesaron en condiciones de Bioseguridad
Nivel 11, utilizando cabina de seguridad biolégica Clase Il para realizar el paso de adicion y
dilucién de las muestras en los tubos que contienen la solucién de extraccion viral. Para los
ensayos donde la coleccion de las muestras se realiz6 en los Centros de Aislamientos, el personal
encargado de la coleccion y realizacion del ensayo cont6 con toda la proteccion necesaria, como
trajes impermeables, caretas, mascaras y guantes adecuados para esta tarea. En
la tabla 1 se describen los ensayos inmunocromatograficos para detectar antigenos del SARS-
CoV-2.

Tabla 1. Descripcién de los ensayos inmunocromatograficos evaluados

Producto/Nombre Casa Comercial Pais

Antigen Rapid Test (Colloidal Gold) JOINSTAR Beijing Lepu Medical Technology China

Antigen Rapid Testing KIT Zhongshan Bio-tech, China

ONE Step Rapid Test (4 lotes) Safecare Biotech China

Antigen Rapid Test Kit Beijing Jinwofu Bioengineering Technology =~ China

Rapid SARS-CoV-2 Antigen Test Card, MP Jiangsu Hanheng Medical Technology China

CASETE DE PRUEBA RAPIDA DE ANTIGENO

DE NUEVO CORONAVIRUS (SARS-COV-2) REALY TECH China

HISOPO REALY TECH

SARS-CoV-2 Antigen Self Test Nasal Roche Diagnostics GmbH Alemania

SARS-CoV-2 Rapid Antigen Test Nasal Roche Diagnostics GmbH Alemania

Novel Coronavirus (SARS-CoV-2) . . .

Antigen Detection Kit (Colloidal Gold) Aviog Bio-tech China

CORE TEST CORE TECHNOLOGY China

RAPID RESPONSE BTNX Inc Canada

Gmate Philosys, Co Republica de
Corea

STANDARD Q COVID-19 AG TEST SD BIOSENSOR gi‘:“ca de
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V.4 Ensayos inmunocromatograficos

IV 4.1 Fundamento de los ensayos inmunocromatograficos para la deteccion de Ag SARS-
CoV-2.

Los estuches inmunocromatograficos de deteccion rapida de Ag SARS-CoV-2 evaluados,
presentan dos lineas prerecubiertas: la linea de control interno (C) y la linea de ensayos (T) en
la superficie de una membrana de nitrocelulosa. Ni la linea de control ni la linea de ensayos son
visibles en la ventana de resultados antes de aplicar las muestras. Dicha membrana estara
recubierta por anticuerpos monoclonales, el Ac monoclonal anti-SARS-CoV-2 estara revestido
en la regién de la linea de ensayos y el Ac monoclonal anti-control esta revestido en la region
de la linea de control. Durante el ensayo, el Ag SARS-CoV-2 correspondiente a la proteina N
de la muestra, interactuara con el Ac monoclonal anti-SARS-CoV-2 conjugado con particulas
de color para formar un complejo Ag-Ac con particulas de color. Este complejo migrara en la
membrana a través de la accion capilar hasta la linea de ensayos, se une al Ac monoclonal anti-
SARS-CoV-2. La linea de ensayos de color resulta visible en la ventana de resultados cuando se
detecta la presencia de Ag especificos de SARS-CoV-2 en la muestra. La intensidad de la linea
de ensayos de color dependera de la cantidad de antigeno especifico de SARS-CoV-2 presente

en la muestra (91, 92).
1V.4.1.1 Procedimiento técnico e interpretacion de los resultados

1.- Preparacion del tubo de extraccion. Se afiadio la solucién de extraccion en el tubo de

extraccion suministrado por cada ensayo.

2.- Toma de la muestra de exudado nasofaringeo. Se insertd un hisopo estéril en la fosa
nasal del paciente hasta alcanzar la parte posterior de la nasofaringe. Se girara la torunda

suavemente, de 3-a 4 veces contra la superficie nasofaringea.

3.- Extraccion de la muestra (acido nucleico). Se introdujo el hisopo conteniendo la
muestra de exudado nasofaringeo en la solucion del tubo de extraccion, y se agitara al menos
10 veces, rotando el hisopo en las paredes interior del tubo, hasta que la muestra se disuelva

lo mas posible. En el caso en el que se emplearon los medios de transporte virolégicos se
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afadira un volumen de medio determinado, en dependencia de las recomendaciones del

fabricante para cada ensayo, en la solucion del tubo de extraccion.

4.- Aplicacion de la solucion que contiene la muestra. Se colocd la tira reactiva en una
superficie planay se aplicaron de 1 a 3 gotas, en dependencia de las instrucciones del ensayo,

de muestra extraida en un angulo de 90°grados al pocillo de la muestra de la tira reactiva.

5.- Lecturae interpretacion de los resultados. La lectura de los resultados se realiz6 al cabo
de 15-30 minutos. Para la interpretacion de los resultados, la lectura siempre se realiz6 por 2
observadores teniendo en cuenta la subjetividad de la prueba sobre todo cuando la positividad

es muy tenue, pueden existir muestras con baja carga viral por lo que es importante el criterio

de los dos observadores (Figura 7).

+01
|

Figura 7.Procedimiento técnico de los ensayos inmunocromatograficos de deteccion rapida de Ag
del SARS-CoV-2 e interpretacion de los resultados (91).

RESULTADO NEGATIVO: Si la zona de control (C) muestra una linea de color rojo, mientras
que la zona de prueba (T) no evidencia ningun color, significa que no existe presencia antigénica
para SARS-CoV-2 y el resultado es negativo.

RESULTADO POSITIVO: Tanto la zona de prueba (T) como la zona de control (C) muestran
lineas de color rojo, indicando positividad para el Ag de SARS-CoV-2.

RESULTADO NO VALIDO: Si la linea de control (C) no aparece (parcialmente roja), el

resultado se considerara no valido, aungue en la zona de prueba (T) se evidencie una linea de
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color rojo. Estos resultados no validos pudiera deberse a un volumen de muestra insuficiente o

técnicas de procedimiento incorrectas.

Para el diagnosticador de saliva (autoprueba) en la deteccion del SARS-CoV-2, el paciente debe
lavarse las manos previamente, no debe comer, tomar ni fumar diez minutos antes de aplicarse
la prueba. En la colecta de la muestra se debe colocar la parte superior del dispositivo en la boca,
suavemente apretar contra la lengua alrededor de 1-2 minutos haciéndolo girar aproximadamente
10 veces. Siempre verificar que la linea estuvo presente en la zona C, si no se divisa, volver a

repetir el mismo procedimiento. La lectura de los resultados se realizara entre 10 y 15 minutos
(93). Para la autoprueba nasal, el paciente debe lavarse las manos, girar el hisopo de 3-4 veces
en ambas fosas nasales y descargar el hisopo en el tubo de extraccion hasta que se disuelva la
muestra totalmente. Luego se aplican de 1-3 gotas en el casete, se espera de 15-30 min para la

interpretacion de los resultados (94).

IV.5 Ensayo de inmunofluorescencia
Descripcion del STANDARD F COVID-19 AG(IFA) para detectar antigenos del virus SARS-
CoV 2en laTabla 2.

Tabla 2. Descripcidn del ensayo de inmunofluorescencia evaluado

Producto/Nombre Casa Comercial Pais

STANDARD F COVID-19 AG SD Biosensor Inc., Gyeonggi-do  Republica de Corea
(IFA)

IV.5.1 Fundamento del ensayo Standard F para detectar SARS-CoV-2 (IFA)

La PRD-Ag Standard F SARS-CoV-2 (IFA), emplea tecnologia de IFA disefio o tipo sdndwich.
Este ensayo de diagndéstico rapido por IFA es un método de inmunodeteccion, donde el Ac
monoclonal (Ac: anti-SARS-CoV-2/anti-proteina N) conjugado con reactivos de deteccion en el

tampon, se une al Ag (Ag: proteina N) en la muestra de exudado nasofaringeo, lo que forma un
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complejo Ag-Ac, que se transfiere a la matriz de nitrocelulosa para capturarse por el otro Ac
monoclonal anti-SARS-CoV-2 (anti-proteina N) inmovilizado en la tira de prueba. Una mayor
concentracion de Ag en la muestra, mayor es el complejo Ag-Ac que se forma, dando lugar a
una mayor intensidad de la sefial de fluorescencia en el Ac de deteccion. El lector valora unos
niveles de corte preestablecidos para ofrecer un resultado cualitativo. Por tanto, la IFA es un
inmunoensayo que permite la deteccion cualitativa (positivo/negativo) del Ag N del SARS-CoV-
2 (95).

1V.5.1.1 Procedimiento técnico e interpretacion de los resultados

1.- Preparacion del analizador RTR-FS100. Se encendio y prepar6 el analizador de

inmunoensayo de fluorescencia RTR-FS100.

2.- Extraccion de la muestra. Se agregaron al tubo de reaccion que contiene el Ac
conjugado liofilizado, 80uL del medio de transporte viral (BIOCEN, Cuba) que contenia la
muestra del paciente mas 20uL del Buffer de Extraccion. Se mezcld completamente agitando
con vortex y se esperd un tiempo de 5 minutos para afiadir el preparado en el casete de
prueba.

3.- Aplicacion de la solucion que contiene la muestra en el casete. Se afadieron
lentamente, 70uL de lisado de muestra del Tubo de reaccion en el pocillo de muestra del
casete de prueba y espero un tiempo estimado de 15 minutos antes de comenzar la lectura.
4.- Lectura e interpretacion de los resultados. Se insertd el casete en la ranura del
analizador de inmunoensayo de fluorescencia RTR-FS100 y se presionara “Leer" para medir

la sefial fluorescente (Tabla 3).

Tabla 3. Interpretacion de los resultados del STANDARD F COVID-19 AG (IFA) segun las

orientaciones del fabricante.

Lectura del Monitor Interpretacion
POSITIVO Resultado presunto positivo
NEGATIVO Resultado presunto negativo

Error, volver a realizar la

INVALIDO
prueba.
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1VV.6 Anélisis estadistico

Analisis del desempefio: para hacer la evaluacion se utilizaron métodos estadisticos segun la
REGULACION No. 47-2007 REQUISITOS PARA LA EVALUACION DEL DESEMPENO
DE LOS DIAGNOSTICADORES del CECMED (12). Este analisis se realiz6 para cada ensayo,
utilizando todas las muestras y estratificandolas segun criterios clinico-epidemioldgicos y de

laboratorio (casos sospechosos).

Sensibilidad clinica: Es el porciento de positividad en muestras donde el analito a determinar
estd presente. Es un numero fraccionario calculado como los valores verdaderos positivos

divididos entre la suma de los verdaderos positivos mas los valores falsos negativos.

Especificidad clinica: Es el porciento de negatividad en muestras donde el analito a determinar
estd ausente. Es un numero fraccionario calculado como los valores verdaderos negativos

divididos entre la suma de los verdaderos negativos mas los valores falsos positivos.

Especificidad analitica: Se refiere al numero de muestras conocidas que contengan
componentes comunmente encontrados en muestras de pacientes y que tengan semejanza con el

analito objeto de analisis (Reactividad cruzada).

Prueba de concordancia: En este caso se expresaran los datos como porciento de exactitud. Se
definird para este tipo de producto en especifico el término Sistema exacto o Exactitud
diagnostica, el cual se utilizara para caracterizar el desempefio total del sistema de medicion en
términos de que se obtengan resultados exactos, pues solo se necesita una simple caracteristica
funcional: la comparacion de la utilidad clinica del diagnosticador. Esta exactitud se determinara
de la siguiente forma: (verdaderos positivos + verdaderos negativos / total (positivos +
negativos) y es la Unica caracteristica funcional que generalmente se incluye en el rotulado del

diagnosticador.

indice Kappa. Los indices de concordancia esperados y observados. Para ello se emplearan los
resultados de todas las muestras analizadas en los estudios de sensibilidad clinica y especificidad

clinica y analitica. Se calcula de la siguiente forma:
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k = (Po —pe) /(1 _pe)

Donde po vy pe, el porcentaje total de concordancias y el de concordancia esperado por azar,

respectivamente tienen la siguiente forma:

po = (a+d)/n

pe = (P+N)/n

P, que es la concordancia en el caso de positivos se define como:

(a+b) a+c
P= * ]*n
n n

Y N que es la concordancia en el caso de negativos se calcularia como:
N=(c+d)—[(a+c)—P]

Tabla 4. Margenes para valorar el grado de acuerdo en funcion del indice K.

39



KAPPA GRADO DE ACUERDO

0-0.2 Insignificante

Valor predictivo positivo (VPP): Es la probabilidad que tiene un individuo de estar infectado
o enfermo, cuando el resultado del ensayo ha sido positivo o reactivo. Es la proporcion de
individuos con resultados positivos 0 reactivos correctamente diagnosticados por el ensayo.
Tiene en cuenta la sensibilidad y especificidad clinica de un diagnosticador y ademas varia en
dependencia de la prevalencia de la infeccion en el area donde se usara y en un tiempo

determinado.

Valor predictivo negativo (VPN): Es la probabilidad de no estar infectado o enfermo que tiene
un individuo, cuando el resultado del ensayo ha sido negativo o no reactivo. Es la proporcion de
individuos con resultados negativos 0 no reactivos correctamente diagnosticados por el ensayo.
Tiene en cuenta la sensibilidad y especificidad clinica de un diagnosticador y ademas varia en
dependencia de la prevalencia de la infeccion en el area donde se usara y en un tiempo

determinado.

Para el célculo de estos parametros se realizaran bases de datos en Microsoft Excel y se utilizara
la aplicacion LabCal v1.0.1 (96). A todos estos parametros se les calculara el intervalo de

confianza al 95% (1C 95%), considerandose estadisticamente significativo a la p<0.05.
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I\VV.7 Aspectos éticos de la investigacion.

El presente estudio se desarroll6 segln las normas de la Declaracion de Helsinki y las Guias
Eticas Internacionales para estudios biomédicos en sujetos humanos (CIOMS, del inglés,

Council for International Organizations of Medical Sciences).

Todos los participantes tendran el compromiso de salvaguardar la confidencialidad de los
individuos positivos al SARS-CoV-2, cuyas muestras fueron incluidas en la evaluacién. Las
buenas practicas se cumplieron estrictamente, junto con las medidas de bioseguridad
establecidas para el trabajo y manipulacién de muestras bioldgicas siguiendo la Resolucion
38/2006 de la Comision Nacional de Seguridad Biologica. La informacion y resultados de los
pacientes fueron guardados en una base de datos codificados, donde solo tendran acceso el jefe
del Laboratorio de Vigilancia de virus respiratorios y la jefa del proyecto en estudio. A los
pacientes incorporados se les enviaron los resultados de la técnica de referencia dentro de las

24-48 horas de colectada la muestra.

Una vez culminada la investigacion se conservo la informacién en formato digital e impreso.
Los resultados que se obtuvieron fueron informados a las instancias pertinentes del MINSAP,
por lo que contribuy6 a la toma de decisiones en la compra de diagnosticadores comerciales para
el diagnostico del SARS-CoV-2.
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IVV.8 Diagrama de Flujo

Para una mejor comprension se muestra un diagrama de flujo que resume la estrategia seguida

en cada ensayo.

Muestras positivas y negativas al SARS-CoV-2: N= 177

Ensayo inmunocromatografico: N=90

Ensayo de inmunofluorescencia: N=87

Especificidad

Especificidad

Concordancia

VPPy VPN Sensibilidad
Concordancia
indice K
Ensayos inmunocromatograficos: N= 946
VPP y VPN
Sensibilidad

indice K

42
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V. Resultados y discusién

La pandemia de COVID-19 causada por el SARS-CoV-2, ha representado una amenaza para la
salud publica a nivel mundial (15). Cuba ha transitado por varios rebrotes de COVID-19 desde
el diagndstico de los primeros casos, reportados el 11 de marzo de 2020 (97). Cada uno de estos
rebrotes ha sido méas severo y con un aumento considerable de las tasas de morbi-mortalidad
dentro del contexto de la enfermedad a nivel global. EI aumento exponencial de estas tasas
demuestra la importancia de contar con un diagnostico temprano del agente etioldgico de la
COVID-19 como una herramienta imprescindible para el manejo de la enfermedad, no solo a

nivel individual, sino como fuente de informacion atil para la conduccién de la pandemia.

Los virus son los agentes causales de mas del 70% de los casos de IRA, constituyen la primera
causa de muerte en nifios menores de cinco afnos. El presente siglo se presenta como una era de
enfermedades emergentes y reemergentes con un riesgo para los seres humanos, las IRA
presentan un potencial alto de transmision de persona a persona de ahi su importancia desde el
punto de vista clinico. Son la primera causa de muerte dentro de las enfermedades infecciosas y

primera causa de consulta a los servicios de salud y de hospitalizacién en menores de cinco afios.

La prueba de referencia para el diagnostico de la COVID-19 es la RCP-TR, técnica que permite
la amplificacion de varios genes del SARS-CoV-2. Esta prueba contiene una eficiencia analitica
para el diagnostico de COVID-19 > 96 %. Dentro de dicha eficiencia se incluyen los valores de
sensibilidad y especificidad de la prueba (26, 66). Sin embargo este método de diagnéstico es
muy costoso, requiere laboratorios con equipamientos y personal especializado, y demanda
mayor tiempo para la obtencion de un resultado, si la comparamos con otros métodos de

diagnostico como son las pruebas de diagnostico répido (68).

En este sentido el desarrollo de los nuevos ensayos de deteccidn rapida de Ag o Ac de SARS-
CoV-2 constituyen, en el contexto de una pandemia, una prioridad para el diagnéstico y para los
estudios epidemioldgicos. Especificamente los ensayos de deteccion rapida de Ag de SARS-
CoV-2 proporcionan una alternativa promisoria para el diagnostico répido y preciso de la

COVID-19. Varios reportes acerca de la efectividad analitica de estas pruebas han informado
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valores de sensibilidad que varian entre un 70,6% y 100%, y una especificidad muy elevada que
oscila entre un 96% y un 100% (80) .

Estos ensayos de deteccidn rapida, permiten determinar la presencia de la proteina viral N
(nucleocépside) o la S (espicula). Basandose en estudios previos la proteina N ha sido la mas
utilizada para el desarrollo de estos ensayos, aplicados en muestras nasales, nasofaringeas y de
saliva. La metodologia de estos ensayos esta basada principalmente en los inmunoensayos

cromatogréficos réapidos.

Los ensayos con control de calidad deben contar con documentacion de certificacion técnica y
datos de evaluaciéon externa. En Cuba, el CECMED establece una serie de definiciones,
requisitos y procedimientos que guian tanto al fabricante como al Laboratorio clinico, en la
realizacion de la evaluacion del desempefio de aquellos métodos de diagndstico que se utilicen
en el Sistema Nacional de Salud, ya sean de produccion nacional o de importacién. Para que un
producto de este tipo sea inscrito en el Registro Sanitario de los Diagnosticadores, es necesario
que un laboratorio no comprometido con el fabricante realice una adecuada evaluacion del
desempefio del mismo, y que corrobore asi las caracteristicas del sistema diagndstico y emita
un informe con los resultados de este estudio, el cual serd presentado a la Autoridad Nacional

Reguladora en el Expediente de Registro correspondiente (12).

En el presente estudio, presentamos los resultados del desempefio clinico para el diagnostico de
COVID-19 de quince estuches de deteccion rapida de antigenos SARS-CoV-2 basados en dos
principios diferentes: inmunocromatografia e inmunofluorescencia. En el mismo se empled
como técnica de referencia y confirmatoria la RCP-TR, la cual se utiliza como método

diagnostico establecido para esta enfermedad.
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Para establecer el rendimiento clinico y la wutilidad de los quince estuches
inmunocromatograficos de deteccion rapida de antigenos del SARS-CoV-2 en la situacion
epidemioldgica cubana, se llevd a cabo la evaluacion de los mismos en el LNRVR del IPK. Se
evalué el PRD-Ag Standard Q a partir de un panel de muestras positivas o negativas por RCP-
TR. Los otros estuches comerciales se evaluaron a partir de muestras de exudado nasofaringeo
y de saliva, utilizando los insumos y reactivos de cada estuche y colectadas directamente en
diferentes policlinicos, hospitales y centros de aislamientos. Paralelamente se tomo una segunda
muestra a cada paciente para el diagndstico mediante RCP-TR. De esta forma se hizo la
comparacion, mediante una tabla de contingencia, entre los resultados de los ensayos rapidos y
los resultados de la RCP-TR. La tabla 5 muestra los valores de sensibilidad, especificidad, VPP,
VPN, concordanciay coeficiente de Kappa, calculados para los ensayos inmunocromatograficos

de deteccidn rapida de Ag SARS-CoV-2 en comparacion con la técnica de referencia.
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Tabla 5. Valores de sensibilidad clinica, especificidad, VPP, VPN, concordancia e indice K para los ensayos

inmunocromatograficos de Ag SARS-CoV-2 en comparacién con la técnica de referencia.

N Se% Es% VPP% VPN% Conc% Kappa

PRD-Ag (Total) (1C 95%) (1C 95%) (1C 95%) (1C 95%) (1C 95%) (1C 95%)
COVID-19 Antigen Rapid 106 72 (53-86) 97 (90-100) 92 (73-99) 89 (79-94) 90 (82-94) 0.74(0.6-0.9)
Test (Colloidal Gold),
JoinStar
COVID-19 ANTIGEN 73 82 (56-95) 98 (89-100) | 93 (66-100) 95 (85-99) 95 (86-98) 0.84 (0.7-1)
RAPID TESTING KIT
(Colloidal Gold)
ONE Step RapidTest 76 70 (46-87) | 100 (92-100) | 100 (73-99) 90 (79-96) 92 (83-97) 0.78 (0.6-0.9)
COVID-19 Antigen
Rapid Test Kit (Swab)
COVID-19 Antigen 69 82 (59-94) 98 (87-100) | 95 (72-100) 92 (80-97) 93 (83-97) 0.83 (0.7-1)
Test Gmate
Novel Coronavirus 86 83 (64-93) 98 (89-100) | 96 (78-100) 92 (81-97) 93 (85-97) 0.84 (0.7-1)
(SARS-CoV-2)Antigen
Rapid Test Kit Jinwofu
Rapid SARS-CoV-2 78 68 (49-83) 94 (81-98) 88 (67-97) 81 (68-90) 83 (73-90) 0.64 (0.5-0.8)
Antigen Test Card, MP
Novel Coronavirus (SARS- 62 95 (74-100) 95 (82-99) 91 (69-98) 98 (85-100) 95 (86-99) 0.89 (0.8-1)
CoV-2) Antigen Test Kit,
REALY TECH
SARS-CoV-2 Antigen 57 79 (49-94) 98 (86-100) | 92 (60-100) 93 (81-98) 93 (82-98) 0.80 (0.6-1)
Self Test Nasal (ROCHE)
SARS-CoV-2 Rapid 58 70 (47-86) 94 (79-99) 89 (64-98) 83 (67-92) 84 (72-92) | 0.66 (0.46-0.87)
Antigen Test Nasal (ROCHE)
Novel Coronavirus (SARS- 72 71 (48-88) 78 (64-88) 58 (37-76) 87 (73-95) 76 (65-85) | 0.47 (0.46-0.87)
Cov-2) Antigen Detection Kit,
AVIOQ
Oralwell COVID-19 Antigen 68 86 (56-97) 96 (86-99) 86 (56-97) 96 (86-99) 94 (85-98) 0.82 (0.65-1)
Rapid Saliva Test Device
Novel Coronavirus 82 78 (56-92) 56 (42-69) 41 (27-57) 87 (71-95) 62 (51-72) | 0.27 (0.06-0.47)
(SARAS-Cov-2) Antigen
Detection Kit, CORE TEST
Novel Coronavirus (SARAS- 59 72 (53-86) 96 (79-100) | 96 (77-100) 74 (56-87) 83 (71-91) | 0.67 (0.48-0.86)
Cov-2) Antigen Detection Kit,
Rapid Response
Standard Q COVID-19 90 93 (83-98) 94 (77-99) 96 (87-99) 88 (71-96) 93 (86-97) | 0.86 (0.74-0.97)

Antigen Test

Leyenda: Se: Sensibilidad; Es: Especificidad; VPP: Valor predictivo positivo; VPN: Valor predictivo
negativo; Conc: Concordancia
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Al analizar el total de muestras de los catorce ensayos inmunocromatograficos evaluados,
comparado con la RCP-TR del SARS-CoV-2, se obtuvo valores de sensibilidad que oscilaban
en el rango entre 68 y 95%, siendo mas bajo para el ensayo MP (68% (IC 95% 49-83) y el de
mayor sensibilidad fue el ensayo Realy Tech con un 95% (IC 95% 74-100). Los valores de
especificidad obtenidos estuvieron entre el 56 y 100 % para estas pruebas. La prueba rapida de
menor valor fue el Core Test y el de mejor resultado fue el One Step. En el presente estudio, el
rango de VPP oscilé entre 41 y 100%, siendo el ensayo One Step el de mejor resultado con un
100% (IC 95% 73-99) de probabilidad de que las muestras que dieron positivas por el método
en evaluacion sean verdaderamente positivas en comparacion con la prueba de referencia. El de
menor por ciento en cuanto a VPP fue el ensayo Core Test con un 41% (IC 95% 27-57%),
mientras que el VPN estuvo entre los 74 y 98%, siendo més bajo para el ensayo Rapid Response
(74% (IC 95% 56-87). En este sentido el valor mas elevado que se obtuvo fue de un 98% (IC
95% 85-100) de probabilidad de que las muestras que dieron un resultado negativo por el ensayo

Realy Tech sean realmente negativas en comparacion con la RCP-TR.

Con el propdsito de analizar el grado de concordancia entre los estuches inmunocromatogréficos
y la técnica de referencia RCP-TR comparados en el presente estudio, se calcul6 el indice de
Kappa. Para interpretar los resultados obtenidos nos apoyamos en la escala de valoracion del
indice de Kappa que se muestra en la tabla 4. Segun la escala de valoracion los ensayos:
Oralwell, Coloidal Gold, Gmate, Jinwofu, Realy Tech, Self test Nasal (ROCHE) y el Standard
Q tienen una concordancia muy buena, mientras que los ensayos de JoinStar, MP, One Step,
Rapid Antigen Test Nasal (ROCHE) y Rapid Response presentaron una concordancia buena, sin

embargo, el ensayo Aviog presentd una concordancia moderada y el Core test bastante débil.

En cuanto al tipo de muestra, se obtuvo valores muy buenos en la autoprueba de saliva, sin
embargo en la autoprueba nasal el valor de sensibilidad fue bajo (79%). De forma general la
muestra por excelencia para la deteccion de Ag SARS-CoV-2 es la nasofaringea, ya que, es la

faringe el sitio primario de replicacion de este virus.
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Los sistemas de deteccion rapida de Ag se disefiaron para emplearse en pacientes sintomaticos
en los primeros cinco dias del inicio de los sintomas. La OMS declaré que para la aceptacion de
un ensayo rapido en la deteccion de antigenos del SARS-CoV-2 durante la pandemia de COVID-
19, debian obtenerse valores >80% en cuanto a sensibilidad clinica y >97% para la especificidad
en comparacion a la técnica de referencia (67). En los ensayos Standard Q y Oralwell, los valores
de sensibilidad analitica si se encontraron por encima del valor minimo recomendado por la
OMS (>80%) (67), no siendo asi para los ensayos Rapid Response, Rapid Test Nasal (Roche),
Aviog y MP pues arrojaron valores por debajo del establecido por la OMS. Esto puede estar
influenciado por el hecho de que habia pacientes sintoméaticos con una baja carga viral, asi como
casos evolutivos en los que se desconocian la fecha de inicio de los sintomas (en el caso de ser

sintomaticos).

En la determinacion de la especificidad analitica, las pruebas con valores mas bajo fueron los
ensayos Avioq (78%) y Core Test (56%). Sim embargo las demés pruebas en sentido general

cumplen con el criterio establecido por la OMS.

Estas pruebas rapidas evaluadas en nuestro estudio, son aceptables para la deteccion del SARS-
CoV-2. Las muestras son parte importante a la hora de realizar un diagnostico de cualquier
enfermedad viral, hemos obtenido valores excelentes en la evaluacion de estuches donde utilizan
muestras de saliva. Sin embargo hay autores que describen que este tipo de muestras no es ideal
para el diagndstico precoz de la COVID-19. También al evaluar la autoprueba nasal de la casa
comercial (ROCHE), la sensibilidad obtenida en nuestro estudio no fue la esperada y existen
estudios previos que hacen referencia a que este tipo de muestra no es factible para el diagnostico

de este agente viral.

En cuanto al ensayo MP nuestros resultados fueron mas bajos que lo planteado por sus
fabricantes, los cuales obtuvieron una sensibilidad clinica del 96,49% (IC del 95%: 93,11% -
99,87%) en comparacion con la RCP-TR, la especificidad clinica fue del 99.07% (IC del 95%:
98,26% -99.98%) y la concordancia fue del 98,62% (97,73% -99,52%) (98). La evaluacion del

ensayo Rapid Test Nasal (Roche) tuvo una sensibilidad de 67%, menor que el valor obtenido por
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el fabricante (89.6%), con una especificidad de 95% en comparacion al 99.1% declarado por el
mismo (99). Cuando evaluamos la sensibilidad de la prueba Core test se obtuvo un valor de 78%
y un valor de especificidad de 56%, mucho mas bajo que los obtenidos por el fabricante del
estuche (98.1% y 99.6% respectivamente) (100).

La prueba répida Avioq en nuestra evaluacion arrojo valores de sensibilidad, especificidad y
concordancia muy por debajo de los declarados por el fabricante (101). En el estuche Rapid
Response se obtuvo resultados de concordancia del 83%, con un valor de sensibilidad clinica de
72% y de especificidad del 96%, valores inferiores a los obtenidos por el fabricante de 97.6%,
95.6% y 100% respectivamente (102). En el caso particular de las pruebas rapidas con muestras
de saliva como el ensayo evaluado Oralwell, se obtuvieron valores de sensibilidad, especificidad
y concordancia muy similares a los obtenidos por la casa comercial creadora de este estuche
(93). En cuanto al ensayo Standard Q se exhibieron valores de 93% de sensibilidad contra

96.52%, y especificidad de 94% en comparacidn con 99.68%, descritos por el fabricante (103).

De manera general, nuestros resultados estan en linea con informes anteriores sobre el
rendimiento clinico de la PRD-Ag SARS-CoV-2.Se desarroll6 un protocolo de validacion por
la sociedad microbiologica suiza, con el objetivo de evaluar 30 pruebas rapidas para detectar
antigenos del SARS-CoV-2. Dentro de los ensayos evaluados se encontraba el MP, del cual
reportaron un valor de sensibilidad de 86.3%, mayor a la obtenida en nuestra evaluacién de 68%

y especificidad similar en ambos estudios (104).

Para el ensayo Rapid Test Nasal (Roche) los autores de un estudio en Suiza obtuvieron una
sensibilidad general de 85.2% y una especificidad de 100%, aunque refieren que en otros
estudios la sensibilidad de esta prueba va desde 68.8% hasta 92.9%, y la especificidad de 92%
hasta un 100%, concordando con los resultados obtenidos en nuestro estudio (105). En la
evaluacion de esta prueba rapida, un estudio realizado en Japon por Akashi et al, arrojé una
sensibilidad de 72.7% (CI 95% 63-81); el valor predictivo negativo fue de 95,8%. (IC 95% 94-
97) y el valor predictivo positivo y la especificidad fue de 100% (1C 95% 96-100) (1C 95% 99.5-
100), respectivamente. Nuestros valores no tienen similitud con los encontrados por estos
autores (106).
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Un estudio realizado en los EUA, en el cual se evaluaron veinte estuches comerciales
inmunocromatogréficos para la deteccion rapida del SARS-CoV-2. Uno de los ensayos
evaluados fue el Oralwell, obteniéndose valores de sensibilidad (100%, 1C95% 93.8-100 vs
86%, 1C95% 56-97) y especificidad (94.8%, 1C95% 88.5-97.8vs 96%, 1C95% 86-99),
coincidiendo con nuestros resultados en cuanto a especificidad, no asi en cuanto al valor de
sensibilidad. En esta evaluacion se hace referencia a los resultados obtenidos por este estuche,
ya que, los individuos desde sus hogares pueden realizarse la prueba obteniéndose altos
porcientos de resultados validos. Esto incrementa la accesibilidad a las pruebas para detectar el
SARS-CoV-2, y asi disminuir la propagacion de la COVID-19. Sin embargo, la mayor debilidad
de este ensayo radica en la interpretacion de los resultados por el paciente y en la apropiada toma
de muestra (107).

Un estudio conducido en Bélgica, en el cual se evaluo el estuche Aviog, se obtuvo valores de
sensibilidad de 68.8% y especificidad de 95.8%, discrepando con los resultados obtenidos en
nuestro andlisis. Estos autores reportaron que en el estudio se escogieron tanto individuos

sintomaticos como asintomaticos (108).

McAulay et al. en EUA, al evaluar la prueba Rapid Response, report6 valores de sensibilidad de
95% y especificidad de 98%, en pacientes sintomaticos en los primeros 14 dias de inicio de los
sintomas, mientras que nosotros al evaluar el estuche en individuos sintomaticos con inicio de

los sintomas en los primeros cinco dias, el valor de sensibilidad fue més bajo (79%) (109).

En el caso del ensayo Standard Q, obtuvimos resultados muy similares a un estudio realizado
en Finlandia en cuanto a la sensibilidad clinica, mientras que en cuanto a la especificidad
nuestros resultados fueron inferiores (110). Otro estudio conducido en Uganda por Nalumansi
et al, reportaron que el valor de sensibilidad fue de un 70% y de especificidad 92% en pacientes
sospechosos que asistieron a las entidades de salud (111). Sin embargo, en un estudio realizado
en Tailandia al evaluar esta prueba rapida en las mismas condiciones, obtuvieron resultados de
sensibilidad de 98.33% Yy especificidad de 98.73% comparado con la técnica de referencia (112).

Otro estudio realizado por Rahman et al, en Bangladesh obtuvieron resultados de sensibilidad
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de 85% (1C95% 81-89), especificidad de 100% (IC95% 99-100), VPP de 100% y VPN de
92.8%, con una concordancia de 95% especificamente en pacientes sintomaticos con alrededor
de cinco dias de inicio de los sintomas, muy similares a los obtenidos en nuestra evaluacion
(113).

Se analiz6 el desempefio clinico de dos ensayos inmunocromatogréaficos evaluados, de acuerdo

al Ct de las muestras obtenido en la RCP-TR. En la tabla 6 se muestran los resultados obtenidos.

Tabla 6. Desempefio clinico de dos ensayos inmunocromatograficos de acuerdo al Ct de las muestras

Grupos Se% Es% VPP% VPN Conc% Kappa
PRD-Ag deestudio | (1IC95%) | (1C95%) | (1IC95%) | (1C95%) | (1C95%) | (1C95%)
COVID-19 Antigen | Muestras | 83 (65-94) | 99 (92-100) | 96 (78-100) | 94 (85-98) | 95 (88-98) | 0.86 (0.7-1)
Rapid Test con Ct<30
S‘;?A'Sotff" Gold),  ["Sospechosos | 78 (57-91) | 98 (87-100) | 95 (89-100) | 88 (75-95) | 90 (80-96) | 0.79 (0.6-0.9)

Muestras 82 (59-94) 98 (87-100) | 95(72-100) | 92 (80-97) | 93 (83-97) | 0.83(0.7-1)
COVID-19 Antigen | con Ct<30

Test Gmate Sospechosos | 81 (57-94) | 98 (86-100) | 94 (71-100) | 91 (78-97) | 92 (82-97) | 0.82 (0.7-1)

Leyenda: Se: Sensibilidad; Es: Especificidad; VPP: Valor predictivo positivo; VPN: Valor predictivo

negativo; Conc: Concordancia

En el ensayo JoinStar la sensibilidad obtenida fue de 78% (IC 95%57-91) y 83% (IC 95% 65-
94), en muestras con Ct<30. En el caso del ensayo Gmate los porcientos de sensibilidad fueron
ligeramente similares por ambos criterios. De igual forma los valores de especificidad fueron de
98% (1C95% 87-100) y 99% (IC 95% 92-100) para el ensayo JoinStar, mientras que para el
Gmate fue de 81% y 82%. Los resultados en cuanto a los VPP para ambos ensayos se

comportaron de forma homogénea.

Los porcientos del VPN para el ensayo JoinStar fue de 88% y luego aument6 a un 94%, en
muestras con Ct<30. Para la prueba rapida Gmate se obtuvieron resultados del VPN entre 91%
y 92%. Por ultimo, la concordancia establecida para el ensayo JoinStar cuando se analizaron las
muestras de pacientes sospechosos segun el indice K se considera como buena, no obstante,
cuando se determind el indice K para las muestras con Ct<30 fue muy buena. La concordancia

calculada para el ensayo Gmate, en ambas condiciones fue muy buena.
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Ambos ensayos cumplieron con los limites de sensibilidad y especificidad clinica establecidos
por la OMS, pues es de esperarse, que en muestras con menores valores de Ct<30, la carga viral

es mucho mayor y por tanto la prueba de Ag es mas sensible.

En la prueba rapida JoinStar, nuestros resultados fueron mas bajos que aquellos descritos por el
fabricante en cuanto a la sensibilidad (95% vs 83% en muestras positivas por RCP-TR con
Ct<30) y los resultados al evaluar la especificidad fue de 99.2% vs 98% (114). Al comparar los
resultados de especificidad del ensayo Gmate con los declarados por el fabricante fueron muy
similares, sin embargo, la sensibilidad difiere, pues nuestro valor fue de 82% en comparacion al

91% obtenido por la casa comercial (115).

Krenn et al, en Italia, al evaluar la prueba Joinstar, reporté un 100% de especificidad y 64% de
sensibilidad. En este estudio, al igual que en nuestra investigacion, se observd un aumento
progresivo en el rendimiento analitico del ensayo a medida que disminuyeron los valores de Ct
de las muestras empleadas (116). Asi mismo, De Marinis et al en Suecia report6 para esta prueba,
valores de sensibilidad de 89% cuando se restringieron los andlisis a los participantes con valores
de Ct por debajo de 30, en individuos sintomaticos con menos de 10 dias del inicio de los
sintomas.(117).

En un estudio realizado en la Republica de Corea, se evaluo la prueba rapida Gmate con valores
de sensibilidad de 97.8% y especificidad de 100%, que aumentaron en muestras con valores de

Ct<30, en paralelo a lo encontrado durante nuestros andlisis (118).

En la tabla 7 se muestran los resultados del desempefio clinico de los ensayos

inmunocromatogréficos evaluados de acuerdo a la fecha del inicio de los sintomas (FIS).
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Tabla 7. Desempefio clinico de los ensayos inmunocromatograficos de acuerdo a la fecha del inicio de los sintomas

Grupos Se% Es% VPP% VPN Conc% Kappa
PRD-Ag de estudio (1C95%) (1C95%) (1C 95%) (1C95%) (1C95%0) (1C95%)
Sospechosos 82 (56-95) | 98(89-100) | 93(66-100) | 95(85-99) | 95(86-98) | 0.84 (0.7-1)
COVID-19 (independientemente
ANTIGEN de la FIS)
RAPID Sospechosos 79 (49-94) | 98(88-100) | 92 (60-100) | 94 (83-98) | 94 (84-98) | 0.81(0.6-1)
TESTINGKIT | (en los primeros 5 dias
(Colloidal Gold) de la FIS)
Sospechosos 70 (46-87) | 100 (92-100) | 100 (73-99) | 90 (79-96) | 92 (83-97) | 0.78 (0.6-
ONE Step Rapid (independientemente 0.9)
Test COVID-19 de laFIS)
Antigen Rapid Sospechosos 71(42-90) | 100 (90-100) | 100 (66-99) | 92(80-97) | 93(83-98) | 0.79 (0.6-1)
Test Kit (Swab) (en los primeros 5 dias
de laFIS)
Sospechosos 83 (64-93) | 98(89-100) | 96 (78-100) | 92 (81-97) | 93(85-97) | 0.84(0.7-1)
Novel Coronavirus| (independientemente
(SARS-CoV-2) de la FIS)
Antigen Rapid Test Sospechosos 82 (59-94) | 98(87-100) | 95(72-100) | 93(82-98) | 93 (84-98) | 0.83(0.7-1)
Kit Jinwofu (en los primeros 5 dias
de laFIS)
Novel Sospechosos 95 (74-100) | 95(82-99) | 91(69-98) | 98(85-100) | 95 (86-99) | 0.89 (0.8-1)
Coronavirus (independientemente
(SARS-CoV-2) de la FIS)
AF?S/%GL”YTTEIS;CKF"L Sospechosos 100 (78-99) | 95(82-99) | 90 (67-98) | 100 (89-100) | 97 (87-99) | 0.92 (0.8-1)
(en los primeros 5 dias
de la FIS)
SARS-CoV-2 Sospechosos 79 (49-94) | 98(86-100) | 92 (60-100) | 93(81-98) | 93(82-98) | 0.80 (0.6-1)
Antigen Self Test | (independientemente
Nasal (ROCHE) de la FIS)
Sospechosos 82 (48-97) | 97(83-100) | 90 (54-99) 94 (79-99) | 93(81-98) | 0.81(0.6-1)
(en los primeros 5 dias
de laFIS)

Leyenda: Se: Sensibilidad; Es: Especificidad; VPP: Valor predictivo positivo; VPN: Valor predictivo

negativo; Conc: Concordancia, FIS: Fecha inicio sintomas
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En el caso del ensayo Realy Tech, se obtuvo valores de sensibilidad de 95% (IC 95% 74-100) y
100% (IC 95%78-99), logrando el valor més elevado cuando solamente se evalud las muestras
de individuos sospechosos en los primeros 5 dias de la FIS. Como resultado del analisis del
ensayo Self Test Nasal (Roche) la sensibilidad fue de 82% (IC 95% 48-97) en muestras de
pacientes en los primeros 5 dias de inicio de los sintomas, siendo mayor en comparacion con las
muestras del grupo de sospechosos independientemente del inicio de los sintomas. Estos
pacientes sospechosos son los que acuden a las areas de Salud con sintomas asociados a la
COVID-19, estos individuos por lo general, se encuentran en la fase sintomatica de la infeccion
aguda, que coincide con el maximo de replicacion viral, y que por tanto poseen una carga viral

elevada, de ahi la alta sensibilidad obtenida.

El valor de especificidad oscil6 entre el 95y 100%, siendo el de mejor especificidad el ensayo
One Step (100%) y el de méas bajo valor el Realy Tech (95%). Los VPP y VPN para los dos
grupos de estudio evaluados, fueron bastante homogéneos. El grado de concordancia, segun la
escala de valoracion del indice K para el ensayo One Step fue buena para ambos grupos en
evaluacion, sin embargo, para los ensayos Rapid Testing Kit (Colloidal Gold), Jinwofu, Realy

Tech y Self Test Nasal (Roche) fue muy buena, para los dos grupos evaluados.

Los valores de sensibilidad y especificidad clinica obtenida en nuestro estudio cumplen con los
parametros declarados por la OMS, excepto el ensayo One Step que presentd una sensibilidad
muy baja. Al comparar nuestros resultados con las indicaciones de los fabricantes de cada ensayo
evaluado en el presente estudio, tenemos que para el Rapid Testing Kit (Colloidal Gold) la
sensibilidad fue inferior al valor indicado por el fabricante (95.65%) (119). Para el ensayo One
Step, la sensibilidad de nuestro resultado fue bastante inferior a los declarados por el fabricante

(97%), no siendo asi en cuanto a la especificidad, pues fueron resultados muy similares (120).
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En cuanto al ensayo Jinwofu, se obtuvieron resultados de especificidad con alta similitud a los
publicados por el fabricante, y la sensibilidad fue de un 83%, no concordando con los resultados
declarados por esta casa comercial (92.58%) (121). La prueba Realy Tech arrojé valores de
sensibilidad de 95% y especificidad de 95%, en contradiccion a lo declarado por el fabricante
de 96% y 100% respectivamente (122). Con el Self Test Nasal (Roche) se obtuvo un valor de
sensibilidad de 79% en nuestros analisis, mucho menor que el declarado por el fabricante, ambos

estudios con valores de especificidad similares (94).

Nuestros resultados estan en concordancia con evaluaciones anteriores sobre el rendimiento
clinico de la PRD-Ag SARS-CoV-2, como la autoprueba Self Test Nasal (Roche). En un estudio
holandés, el valor de sensibilidad obtenido fue de 80.1% y especificidad de 99.9% en pacientes
sintométicos de 5-7 dias de inicio de los sintomas, similares a los nuestros (123). Asi mismo
Lindner et al, en Alemania reporté valores similares de sensibilidad (82.5%) y especificidad de
(100%) (124).

En China se llevd a cabo un estudio del ensayo Rapid Testing Kit (Colloidal Gold), en donde
obtuvieron valores de sensibilidad de 75% y especificidad de 100% en los primeros 6 dias del

inicio de los sintomas, muy similares a los obtenidos durante nuestra evaluacion (125).

Un estudio espafiol, en el cual se evalud el rendimiento clinico del ensayo Realy Tech, que
incluyo los resultados de 98 personas, encontrd una sensibilidad general de 62% y especificidad
de 97% para esta prueba. Sin embargo, nuestros resultados fueron excelentes, el porciento de
sensibilidad en pacientes sospechosos en los primeros 5 dias de inicio de los sintomas fue de
100% y de especificidad de un 95%, para un criterio de concordancia muy buena segun el indice
K (126).

Otros ensayos, bajo el mismo principio inmunocromatografico, no evaluados en el presente
trabajo también han arrojado resultados similares a los descritos por nosotros. En este sentido,
Lambert-Niclot et al, al evaluar el ensayo Respi-Strip Ag en Francia, reportaron valores de
especificidad 100% y sensibilidad 50% comparado con los resultados por la RCP-TR. Aunque
el fabricante describié un aumento de la sensibilidad al evaluar muestras con Ct <30, en pocos

dias del inicio de los sintomas (127).
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En un estudio desarrollado en Japon por Nagura-lkeda et al, en el cual evaluaron la prueba Spline
SARS-CoV-2 (muestra de saliva), encontraron valores muy bajos de sensibilidad, recomendaron
el uso de estas pruebas rapidas acompafiados de los resultados de la RCP-TR, ya que, las
muestras de saliva no son tan buenas como las nasofaringeas en la deteccion del SARS-CoV-2
(128). Por su parte, Landaas et al, describieron para el ensayo Panbio una sensibilidad general
de 74% y una especificidad de 99,9%. En este estudio los autores reportaron un aumento de la
sensibilidad a 83.3% cuando examinaron solo muestras con valores de Ct por debajo del umbral
estimado de infectividad (Ct <30) (129).

Asi mismo para el ensayo COVID-VIROR, Cassuto et al, en Francia revelaron una sensibilidad
y especificidad significativamente similares comparadas con estudios previos, con valores de
96.8% (1C95% 83,78-99,92) y 100% (1C95% 98,19-100) respectivamente. La sensibilidad y la
especificidad clinicas fueron significativamente altas para las muestras con valores de Ct <30 en
los primeros 5 dias del inicio de los sintomas, lo que justifica su dependencia de la carga viral.
Por lo tanto, se asume que esto puede ayudar con el diagndstico preciso y el aislamiento y
tratamiento oportunos de los pacientes con COVID-19, contribuyendo a un mejor control de la

pandemia global (130).

Para la evaluacion del ensayo Standard F (IFA) se utilizaron muestras de exudado nasofaringeo
en medio de transporte viral de muestras positivas y negativas de la RCP-TR. Se obtuvieron los
valores de sensibilidad, especificidad, VPN, VPP, concordancia e indice de Kappa que se

muestran en la Tabla 8.
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Tabla 8. Desempefio clinico del ensayo Standard F (IFA)

Se% Es% VPP% VPN% Conc% Kappa
(1C 95%) (1C 95%) (1C 95%) (1C 95%) (1C 95%) (1C 95%)

N total

-Total de
muestras (N=87) | 96 (85-99) [ 100 (88-100) | 100 (91-100) | 95(81-99) | 98 (91-100) | 0.95 (0.89-1)

Leyenda: Se: Sensibilidad; Es: Especificidad; VPP: Valor predictivo positivo; VPN: Valor predictivo

negativo; Conc: Concordancia

Para el panel de muestras totales analizadas, tenemos que 48/87 muestras resultaron positivas,
para una sensibilidad del 96% (1C95% 85-99). Por otra parte, la especificidad alcanzada fue de
100% (1C95% 88-100). Con respecto al resto de los parametros, el VPP fue de 100%, mientras
que el VPN se encontr6é en un 95%. Por altimo, la concordancia establecida para esta prueba
segun el indice de Kappa se considera como muy buena, con un valor de 95%. En el presente
estudio se obtuvo un desempefio favorable cuando se evalu6 el panel de muestras totales con el
ensayo Standard F (IFA). Los valores de sensibilidad y especificidad obtenidos estan por encima
de los recomendados por la OMS. Nuestros resultados fueron inferiores a los descritos por los
fabricantes en cuanto a la sensibilidad (96% vs 100%) y para la especificidad en ambos estudios

se obtuvieron valores de 100% (95).

Un estudio en Esparia, en donde evaluaron el desempefio del ensayo Standard F en comparacion
con los resultados por la RCP-TR, revelaron una sensibilidad de 84% (1C95% 76.1-89.7), una
especificidad de 99.6% (1C95% 98.5-99.9), el VPP fue de 98,1% (1C95% 92.7-99.7) y el VPN
de 96,4% (1C95% 94.4-97.7), el valor de la concordancia segun el indice K fue de 0.89 (131).
Por otra parte, un estudio desarrollado en Chile arrojo resultados de sensibilidad y especificidad
muy similares a los nuestros (132). Asi mismo una evaluacion de 3 pruebas rapidas, incluida el
Standard F en lItalia, reportaron un valor de sensibilidad muy inferior (35.7%), aunque la
especificidad fue de 100% (133).
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V.5.1 Discusién general

Las limitaciones derivadas del uso de técnicas moleculares para los fines epidemiolégicos y
clinicos del diagnostico de infeccion por SARS-CoV-2 han llevado a explorar recientemente
otras alternativas. Las PRD-Ag son métodos de diagnostico rapido, basados en la
inmunocromatografia lateral, inmunofluorescencia y técnicas inmunoenzimaticas, que ya se
emplean para otros agentes etiologicos de enfermedades infecciosas. La capacidad diagnéstica
mediante PRD-Ag en otros procesos virales respiratorio es limitada, debido a la escasa carga
viral en su fase aguda, no ocurriendo asi en el caso del SARS-CoV-2, donde la carga viral es

alta en la nasofaringe de los pacientes infectado.

La sensibilidad de los primeros ensayos antigénicos era significativamente menor en
comparacion con las técnicas moleculares (56,2% (IC 95%: 29,5-79,8) con una especificidad
relativamente comparable (99,5% (IC 95%: 98,1-99,9) (134). Sin embargo, la nueva generacion
de pruebas de deteccidn de antigenos presenta, durante los primeros cinco dias del inicio de los
sintomas, valores de sensibilidad y especificidad elevadas (135,136). Se ha demostrado que los
siguientes factores relacionados con la carga viral, pueden usarse como marcadores subrogados
de la validez de los ensayos de antigenos: i) tiempo de infeccidn: durante la primera semana de
sintomas la sensibilidad de la prueba de antigenos es de 93,9% (IC 95%:
86,5-97,4); ii) indice Ct: la sensibilidad de la prueba de antigenos es de 98% (IC 95%: 90-100)
para muestras con Ct <25,y de 57% (IC 95%: 48-65) para muestras con un Ct >30 (137).

Disponer de una prueba con buena sensibilidad y especificidad son condiciones necesarias, pero
no suficientes para un diagnoéstico individual certero en entornos como el de la COVID-19 con
prevalencias cambiantes segun el lugar y el tiempo. En escenarios en los que la probabilidad de
infeccion por SARS-CoV-2 sea alta, como en entornos de transmision comunitaria, alta
prevalencia de COVID-19 o pacientes con clinica compatible o previamente expuestos al virus,

un resultado positivo en la PDR-Ag probablemente indique infeccion aguda.
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Sin embargo, en ese mismo escenario, no puede interpretarse con igual certeza un resultado
negativo, por lo que seria necesaria una segunda prueba, bien otra PDR-Ag unos dias después o
una prueba molecular. Por el contrario, en entornos de baja prevalencia o cuando haya poca
sospecha de infeccion por SARS-CoV-2 las PDR-Ag se asocian con un alto valor predictivo

negativo, por lo que descartan con fiabilidad la infeccion.

Las pruebas antigénicas no serian idoneas en el estudio de casos asintomaticos, puesto que en
general en este contexto clinico los niveles de carga viral son bajos. Sin embargo, la sencillez y
bajo coste de esta prueba permiten repetirlas con frecuencia (138). Las PRD-Ag no son tan
precisas como las pruebas moleculares, pero son méas accesible en términos de disponibilidad y
facilidad de uso, y se pueden utilizar como un diagndstico primario en el punto de atencion
médica (los llamados point of care) fuera del laboratorio (81). La disponibilidad de resultados
en un corto periodo de tiempo (15-20 min) y la frecuencia con la que se pueden realizar estas
pruebas, han demostrado ser caracteristicas mas importantes que la sensibilidad de las mismas.
En este sentido, los ensayos inmunocromatograficos evaluados en el presente trabajo (Joinstar,
Oralwell, Rapid Testig Kit, Gmate, Jinwofu, MP, One Step, Realy Tech, Self Test Nasal y Rapid
Antigen Test Nasal ambos de la firma Roche, el Rapid Response y Standard Q) demostraron ser
una  herramienta  (til para  un  diagnoéstico  precoz  del SARS-CoV-

2 en pacientes sintomaticos en los primeros cinco dias de inicio de los sintomas (sospechosos).

En el caso del Oralwell, aplicado en muestras de saliva y el Self Test Nasal (ROCHE) en
muestras nasales se observo que permiten detectar la presencia del agente viral hasta los primeros
cinco dias del inicio de los sintomas, igualmente en individuos sospechosos. Esto permite que
dichos pacientes puedan recibir la atencion adecuada por el sistema de salud y a la vez seguir
medidas orientadas por las autoridades sanitarias como el autoaislamiento y el rastreo de
contactos. Aungue en varios estudios se informa que estos tipos de muestra no son ideales para
el diagndstico del SARS-CoV-2, pues las muestras de exudado nasofaringeos son mas
fehacientes, ya que, es la faringe el sitio primario de replicacion de este virus. En nuestra

evaluacion se obtuvo excelentes resultados con la prueba Oralwell. Estas autopruebas
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contribuyen a que la poblacién acceda a las pruebas rapidas, y en un minimo tiempo conozcan
si son positivos a la COVID-19 y de esta manera disminuir la transmisibilidad. Por supuesto
tiene como limitantes la interpretacion de los resultados y la toma de muestra por el propio

individuo.

Por otra parte, el Standard F (IFA) Ag evaluado en esta investigacion, no cuentan con la solidez
de un diagnostico primario en el punto de atencion médica, pues precisan de instrumental y
personal de laboratorio especializado. Esto constituye una desventaja en el escenario clinico-
epidemioldgico frente a cualquier pandemia. Sin embargo, esta prueba mostr6 mejores
resultados con respecto a los ensayos inmunocromatograficos evaluados. Esto puede deberse a
que permite la obtencién de una sefial amplificada, es decir, cuanta mas concentracion de Ag
hay en una muestra (muestras con menor Ct/ pacientes sospechosos) mayor es el complejo Ag-
Ac que se forma, dando lugar a una mayor intensidad de la sefial de fluorescencia en el Ac de

deteccion.

A nivel poblacional, los objetivos fundamentales de los ensayos de deteccion de Ag SARS-CoV-
2 son: diagnosticar aquellos pacientes que son infecciosos y estan en riesgo de transmision, para
tomar las medidas pertinentes y que los individuos puedan viajar, regresar a la escuela, trabajar
y asistir a reuniones masivas. Asi, una amplia disponibilidad de estas pruebas ofrece la promesa
de diagnosticar tempranamente gran cantidad de personas en la comunidad, para garantizar
entornos seguros para la reanudacion de actividades sociales, educativas y econdémicas (81). Sin
embargo, ninguna prueba es perfecta cuando se trata de los atributos de precision, accesibilidad,
asequibilidad y puntualidad de los resultados. Para la eleccion de un ensayo diagndstico se deben
tener en cuenta dichos atributos, asi como la prevalencia de la enfermedad (COVID-19) en la
poblacion sometida a prueba. Aln se necesita seguir evaluando estas pruebas rapidas para

comprender mejor su utilidad, como interpretar y actuar sobre los resultados obtenidos.
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e (owclusiones

V1. Conclusiones

e Los ensayos inmunocromatograficos evaluados tienen un desempefio clinico aceptable
para el diagnostico rapido de la COVID-19 segun los requerimientos de la OMS, excepto

los ensayos Rapid Test Nasal (Roche), One Step, MP, Aviog y Core test.

e El ensayo de IFA Standard F COVID-19 Ag tiene muy buen desempefio clinico y buena
utilidad para el diagnostico del SARS-CoV-2 en los individuos.
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VI1Il. Recomendaciones

Informar a las autoridades del MINSAP los resultados obtenidos en la evaluacién de los

ensayos de deteccion de antigeno SARS-CoV-2.

Realizar la evaluacién de los ensayos Standard F COVID-19 Ag (IFA) y el Standard Q

COVID-19 Ag utilizando muestras colectadas de pacientes sospechosos.

Teniendo en cuenta los resultados de la evaluacion del ensayo Standard F COVID-19

Ag, desarrollar un analisis a partir de otros criterios clinicos.
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