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El conocimiento de las pruebas diagnosticas para el coronavirus del sindrome
respiratorio agudo grave 2 (SARS-CoV-2) sigue evolucionando, y una comprension
clara de la naturaleza de las mismas y la interpretacion de sus hallazgos es
importante. Este punto de vista describe cémo interpretar 2 tipos de pruebas
diagndsticas comunmente en uso para las infecciones SARS-CoV-2: reaccion en
cadena de polimerasa con transcriptasa reversa (RT-PCR) y ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas IgM e IgG (ELISA)— y como los resultados
pueden variar con el tiempo.

Deteccion de ARN viral por RT-PCR

Hasta ahora, la prueba mas comunmente utilizada y confiable para el diagnostico de
COVID-19 ha sido la prueba RT-PCR realizada utilizando hisopado nasofaringeos u
otras muestras del tracto respiratorio superior, incluyendo hisopados de garganta o,
mas recientemente, saliva. Diferentes fabricantes utilizan una variedad de dianas
genéticas de ARN, con la mayoria de las pruebas dirigidas a 1 o mas de los genes:
envoltura (ENV), nucleocapside (N), espiga (S), RNA polimerasa RNA-dependiente
(RdRp) y ORFI1. La sensibilidad de las pruebas a genes individuales son comparables
segiin estudios de comparacion, excepto la sonda de imprimaciéon RdARp-SARSr
(Instituto Charité), que tiene una sensibilidad ligeramente menor probablemente
debido a un desajuste en la imprimacion inversa. ! En la mayoria de las personas con
infeccion sintomatica COVID-19, el ARN viral medido por el umbral del ciclo (Cy) se
detecta tan pronto como el primer dia de los sintomas y alcanza su punto maximo en
la primera semana de aparicion de los sintomas. El C; es el nimero de ciclos de
replicacion necesarios para producir una sefial fluorescente, valores de C; mas bajos
representan mayores cargas de ARN viral. Un valor Ct inferior a 40 se notifica
clinicamente como PCR positivo. Esta positividad comienza a disminuir en la semana
3 y posteriormente se vuelve indetectable. Sin embargo, los valores de C; obtenidos
en pacientes hospitalizados gravemente enfermos son inferiores a los valores C; de
los casos leves, y la positividad de la PCR puede persistir més alld de las 3 semanas
después del inicio de la enfermedad, cuando la mayoria de los casos leves produciran
un resultado negativo.?2 Sin embargo, un resultado de PCR "positivo" refleja
unicamente la deteccion de ARN viral y no indica necesariamente la presencia de
virus viables.3 En algunos casos, el ARN viral ha sido detectado por RT-PCR incluso



mas alld de la semana 6 después de la primera prueba positiva. Algunos casos
también se han reportado positivos después de 2 pruebas de PCR negativas
consecutivas realizadas con 24 horas de diferencia. No esta claro si se trata de un
error de prueba, una reinfeccidon o una reactivacion. En un estudio de 9 pacientes, los
intentos de aislar el virus en el cultivo no tuvieron éxito mas alla del dia 8 de la
aparicion de la enfermedad, que se correlaciona con el declive de la infectividad mas
alld de la primera semana.? Esta es en parte la razon por la que la "estrategia basada
en sintomas" de los CDC indica que los trabajadores de la salud pueden volver al
trabajo, "si han pasado al menos 3 dias (72 horas) desde la recuperacion, definida
como resolucion de la fiebre sin el uso de medicamentos y la mejora de los sintomas
respiratorios (por ejemplo, tos, dificultad para respirar); y haber pasado al menos 10
dias desde el inicio de los sintomas".# La cronologia de la positividad de la PCR es
diferente en muestras distintas del hisopado nasofaringeo. La positividad de la PCR
disminuye mas lentamente en el esputo y todavia puede ser positiva después de que
las muestras nasofaringeas son negativas. 3 En un estudio, se observo positividad de
PCR en heces en 55 de 96 (57%) pacientes infectados y permanecieron positivos en
las heces mas alla del hisopado nasofaringeo por 4 a 11 dias, pero no estuvo
relacionado con la gravedad clinica. 2 Se constatd que la persistencia de la positividad
de la PCR en el esputo y las heces era similar, segun lo evaluado por Wolfel et al.3 En
un estudio de 205 pacientes con infeccidon confirmada por COVID-19, la positividad
RT-PCR fue mas alta en muestras de lavado broncoalveolar (93%), seguido de esputo
(72%), hisopado nasal (63%) e hisopado faringeo (32%).5 Los resultados falsos
negativos se produjeron principalmente debido al momento inapropiado de la
recoleccion de muestras en relacion con el inicio de la enfermedad y la deficiencia en
la técnica de muestreo, especialmente de hisopados nasofaringeos. La especificidad
de la mayoria de las pruebas RT-PCR es del 100% porque el diseiio de la
imprimacion es especifico de la secuencia del genoma del SARS-CoV-2. Pueden
producirse resultados falsos positivos ocasionales debido a errores técnicos y
contaminacion de reactivos.

Deteccion de anticuerpos contra el SARS-CoV-2

La infeccion por COVID-19 también se puede detectar indirectamente midiendo la
respuesta inmunitaria del huésped a la infeccion por SARS-CoV-2. El diagnoéstico
seroldgico es especialmente importante para los pacientes con enfermedad leve a
moderada que pueden presentarse tarde, mas alla de las primeras 2 semanas de inicio
de la enfermedad. El diagndstico serologico también se esta convirtiendo en una
herramienta importante para entender el alcance de COVID-19 en la comunidad e
identificar a las personas que son inmunes y potencialmente "protegidas" de
infectarse. £l marcador serologico mas sensible y mas temprano son los anticuerpos
totales, cuyos niveles comienzan a aumentar a partir de la segunda semana de inicio
de los sintomas. 6 Aunque se ha encontrado que IgM e IgG por ELISA son positivos
incluso el cuarto dia después del inicio de los sintomas, los niveles mas altos se
producen en la segunda y tercera semana de enfermedad. Por ejemplo, la
seroconversion de IgM e 1gG se produjo en todos los pacientes entre la tercera y la
cuarta semana de inicio de la enfermedad clinica medida en 23 pacientes por Los



pacientes To et al” y 85 por Xiang et al.8 A partir de entonces IgM comienza a
disminuir y alcanza niveles mas bajos en la semana 5 y casi desaparece en la semana
7, mientras que IgG persiste mas alla de las 7 semanas. ® En un estudio de 140
pacientes, la sensibilidad combinada de PCR e IgM por ELISA dirigida al antigeno
nucleocdpside (N) fue del 98,6% frente al 51,9% con una sola prueba de PCR.
Durante los primeros 5,5 dias, la PCR cuantitativa tuvo una tasa de positividad mas
alta que la de IgM, mientras que IgM (ELISA) tuvo una mayor tasa de positividad
después del dia 5,5 de la enfermedad. 1© Las pruebas de anticuerpos IgM e IgG
basadas en ELISA tienen una especificidad superior al 95% para el diagnostico de
COVID-19. Las pruebas de muestras de suero emparejadas con la PCR inicial y la
segunda dos semanas mas tarde pueden aumentar ain mas la precision del
diagnostico. Tipicamente, la mayoria de los anticuerpos se producen contra la
proteina mas abundante del virus, que es la N. Por lo tanto, las pruebas que detectan
anticuerpos contra N serian las mas sensibles. Sin embargo, el dominio de union a
receptores de la proteina S (RBD-S) es la proteina de union del huésped, y los
anticuerpos contra la RBD-S serian mdas especificos y se espera que sean
neutralizantes. Por lo tanto, el uso de uno o ambos antigenos para detectar IgG e IgM
resultaria en alta sensibilidad. 7 Sin embargo, los anticuerpos pueden
tener reactividad cruzada con SARS-CoV y posiblemente otros
coronavirus. Las pruebas rapidas para la deteccion de anticuerpos han sido
ampliamente desarrolladas y comercializadas y son de calidad variable. Muchos
fabricantes no revelan la naturaleza de los antigenos utilizados. Estas pruebas son de
naturaleza puramente cualitativa y solo pueden indicar la presencia o ausencia de
anticuerpos para SARS-CoV-2. La presencia de anticuerpos neutralizantes solo
puede confirmarse mediante una prueba de neutralizacion por reduccion de placas.
Sin embargo, se ha demostrado que los altos titulos de anticuerpos IgG detectados por
ELISA se correlacionan positivamente con anticuerpos neutralizantes.” Se desconoce
la persistencia a largo plazo y la duracion de la proteccion conferida por los
anticuerpos neutralizantes. Los intervalos de tiempo estimados y las tasas de
deteccion viral se basan en datos de varios informes publicados. Debido a la
variabilidad en los valores entre los estudios, los intervalos de tiempo estimados
deben considerarse aproximaciones y la probabilidad de deteccion de infeccion por
SARS-CoV-2 se presenta de forma cualitativa. La deteccion solo ocurre si los
pacientes reciben un seguimiento proactivo desde el momento de la exposicion. Es
mas probable que registre un resultado negativo que positivo de PCR de hisopo
nasofaringeo.

Conclusiones

« Utilizando la evidencia disponible, se ha ideado una cronologia clinicamente util de
los marcadores diagnoésticos para la deteccion de COVID-19.

* La mayoria de los datos disponibles son para poblaciones adultas
inmunocompententes.

* El curso temporal de la positividad y la seroconversion de la PCR puede variar en
nifos y otros grupos, incluida la gran poblacion de individuos asintomaticos que no
se diagnostican sin vigilancia activa.



Quedan muchas preguntas, particularmente cuanto tiempo dura la inmunidad
potencial en individuos, tanto asintomaticos como sintomaticos, que estan infectados
con SARS-CoV-2.
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