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Resumen

La salud publica mundial presenta en la actua-
lidad un reto de grandes dimensiones para realizar
las funciones esenciales del Siglo XXI, “el diag-
nostico temprano y el tratamiento preventivo de las
enfermedades”; por lo tanto la OMS considera
que para conocer la magnitud de la epidemia
COVID-19 es basico contar con suficientes prue-
bas diagnosticas en cantidad y calidad. En
Venezuela, el Ministerio de la Salud comunica que
se han realizado mas de 80.484 pruebas por millon
de habitantes (marzo-diciembre 2020), las mas
altas de la region, sin embargo, las pruebas diag-
nosticas de PCR y Prueba de antigenos, no alcan-
zan a 1.488,8 (105) y 11,9 (105) respectivamente,
muy bajas. Se revisan las pruebas mas usadas para
deteccion de genoma, antigenos y serologia,
mediante pruebas de tiempo y rapidas, ambulato-
rias o de estricto manejo en laboratorio.
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Abstract

Global public health currently presents a major
challenge in performing the essential functions of
the 21st century, "early diagnosis and preventive
treatment of diseases", so WHO believes that suffi-
cient diagnostic evidence in quantity and quality is
essential to understand the scale of the COVID-19
epidemic. In Venezuela, the Ministry of Health
reports that more than 80,484 tests per million
inhabitants (march-december 2020) have been
carried out; however, diagnostic tests of PCR and
Antigen Test, do not reach 14,888 (106) and 110
(106) respectively, which is very low compared to
neighboring countries. The most commonly used
tests for genome, antigen and serology are revie-
wed.

Key words: COVID-19; Venezuela; diagnostic
tests, public health; diagnosis.

Salud publica e identificacién y diagndstico
de casos

Dentro de las funciones esenciales de la Salud
Publica, renovadas para el siglo XX, y desde sus
concepciones iniciales que se remontan a comien-
zos del siglo XX, la definicion de Charles Winslow
en 1920, “el diagndstico temprano y el tratamiento
preventivo de las enfermedades” son elementos
vitales y los servicios médicos de salud publica
esenciales deben contar con dichos servicios para
garantizar la salud.'

La nueva estrategia de servicios de salud inte-
grales orientado por la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS), dirigido a las acciones poblacio-
nales e individuales para la promocion de la salud



y prevencion de la enfermedad incorporan el
diagnostico microbioldgico y otros con las prue-
bas de pesquisa, confirmacion y descarte por
laboratorio y otros medios.’

Dentro del llamado a fortalecer la Agenda 2030
para el Desarrollo Sostenible, el proceso del diag-
nostico es fundamental, se hace énfasis en fortale-
cer los servicios de salud y sus capacidades diag-
nosticas en el area de infectologia o microbiologia
para cumplir metas muy especificas de problemas
de salud publica, prioritarios a escala mundial
como son la resistencia microbiana multiple, por lo
que se recomienda cortar el eslabon determinante:
el uso inadecuado y la falta de programas de uso
racional de medicamentos, los microorganismos
multirresistentes en los servicios de salud hospita-
larios, y los diagnosticos microbiologicos de baja
calidad, y la falta de Comités para el control de las
infecciones asociadas a la atencion en salud. Todos
los participantes y actores del sector salud son invi-
tados a participar, y de suma importancia son las
Sociedades Cientificas por su rol en la educacion
meédica continua del personal de salud y la comu-
nidad general.’

En importante que para su funcionamiento y
organizacion los servicios de salud se centren en la
atencion a pacientes con diagnosticos especificos y
se orienten al tratamiento de enfermedades que
requieren abordajes preventivos, curativos o de
rehabilitacion muy especificos; el caso del
COVID-19 tiene implicaciones por tratarse de una
enfermedad infecciosa de féacil trasmision con
peculiaridades muy especificas aun por investi-
gar.’!

La capacidad diagnostica permite en enferme-
dades como el COVID-19, tomar decisiones claves
en el manejo de la epidemia; en particular el mane-
jo de los “portadores asintomaticos” y los “porta-
dores potenciales por contacto con infectados y
enfermos” hace muy dificil su manejo, en especial
por las implicaciones en su vida personal.’

La identificacion de la fuente de infeccion es
fundamental para poder actuar sobre la cadena epi-
demioldgica de manera efectiva y contundente; el
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diagnostico de las infecciones como el COVID-19
acarrea dificultades en su abordaje por tratarse de
una enfermedad nueva, y en proceso de investiga-
cion de los casos sintomaticos y de los portadores
asintomaticos, que tiene implicaciones muy impor-
tantes sobre la gestion de la poblacion para la fuen-
te de la infeccion, es decir sobre el aislamiento y la
cuarentena, tanto de los enfermos, los asintomati-
cos y los contactos.’

LA GUIA DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA
Del MPPS DE VENEZUELA

Utiliza las definiciones de casos adaptada de las
Orientaciones Provisionales de la Organizacion
Mundial de la Salud.® La definicion de caso es un
criterio epidemioldgico que se establece durante la
investigacion de un brote para clasificar los casos
como correspondientes o no al brote identificado y
poder evaluar entre otros aspectos, las medidas de
control y es clave para el accionar orientado.

Caracteristicas del COVID-19 en Venezuela
al 31 de diciembre del 2020

Segtin la informacion del MPPS,”* se han regis-
trado las siguientes estadisticas: casos totales con-
firmados a la fecha del 31 de diciembre de 2020:
113.558, casos en hombres: 63.220 (56%) y casos
mujeres: 50.338 (44%); fallecidos: 1.028
(Letalidad: 0,91%); E1 78% de los casos entre 20 y
59 afios; en tasas 3.760 casos por millon de habi-
tantes y 34 muertes por milléon de habitantes.

En cuanto al origen de los casos: casos importa-
dos: 12.404 (10,97%); contacto con viajero inter-
nacional: 565 (0,50%) y casos comunitarios:
100.152 (88,54%).

En relacion con la expresion clinica se distribu-
yen en 93% asintomaticos y leves, y 7% modera-
dos y graves. Casos recuperados 107.583 (95%) y
de los casos activos 4.931 (4,3%); se encuentras
graves 1,5% en terapia intensiva y los casos mode-
rados alcanzan 5,5%, y el 93% restante entre casos
leves 28,9% y los asintomaticos 64,1%.

De los 144.780 venezolanos que han sido

registrados retornados al pais, 12.404 casos posi-
tivos, la mayoria por via terrestre vienen de
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Colombia, Brasil, Ecuador y Peru paises vecinos
(93%), y el resto de viajeros via aérea exclusiva
de Turquia, Espafia, Panama y México (6%) en
orden de frecuencia.

Se han realizado en Venezuela hasta la primera
semana de enero 2021, un total de 485.195 pruebas
de PCR para una tasa de 1.488,8 por 100.000 habi-
tantes y pruebas de antigenos, 3.878 para una tasa
de 11,9 por 100.000 habitantes. Un dato muy des-
tacado es que de cada 100 pruebas de PCR, 26,6
son positivas, una razon de negativas y positivas
356.180/128.996 (26,6%). Segin nota de la
Organizacion Panamericana Sanitaria (OPS) del 23
de octubre de 2020, Venezuela ampliara a todo el
pais el diagndstico confirmatorio con 340 mil prue-
bas para el diagnostico por deteccion de antigenos
y 35 equipos lectores, gestionados por la
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS),
con el objetivo de llevar el diagnostico confirmato-
rio de la COVID-19 a todos los estados del pais y
mejorar los tiempos en los que se obtienen los
resultados. Se lograria aumentar hasta en 4.000
pruebas diarias adicionales, con respuesta rapida,
sin embargo, no se han realizado mas de 3.878 acu-
muladas hasta diciembre, es decir no ha mejorado
la capacidad diagnostica del pais con las pruebas
de antigenos entregadas. En cuanto a la aplicacion
de pruebas diagnosticas acumuladas (PCR, prueba
de antigenos y prueba de anticuerpos) hasta el 31-
12-2020, el MPPS informa 2414.531, lo que repre-
senta 80.484 pruebas por millon de habitantes; al
considerar solo a las pruebas confirmatorias de
PCR y antigenos la tasa se calcula 16.302,4 x
millon de habitantes, entre las mas bajas de mundo
(listados de https://en.wikipedia.org/wiki/COVID-
19 testing).

Pruebas diagnésticas en general y COVID-19
en Venezuela

No se puede lograr un diagndstico preciso de
COVID-19 solo a través de la presentacion clinica
porque los signos y sintomas clinicos de la infec-
cion por SARS-CoV-2, no son lo suficientemente
distintivos de las infecciones causadas por otros
virus y bacterias respiratorias como adenovirus,
virus de la influenza, virus de la parainfluenza,
virus respiratorio sincitial (VSR), rinovirus, otros
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PCR x 1000 Habitantes ( Promedio diario Dic 2020)

®
“‘l II I III LT

CoV, Chlamydia, Legionella y Mycoplasma.’ Por
lo que un paso muy importante en el combate a la
actual pandemia es la identificacion del mismo.
Existen muchas pruebas diagnoésticas para identifi-
car al SARS COV 2. Podemos clasificarlas como
las dirigidas a identificar el virus, y las que identi-
fican la respuesta inmune ante el mismo. Las prue-
bas para detectar la presencia del virus SARS
COV 2, podemos clasificarlas a su vez, en las que
identifican el material genético (RNA wviral)
mediante Técnicas que Amplifican los Acidos
Nucleicos (NAAT, por sus siglas en ingles), llama-
das también Pruebas Moleculares y las que detec-
tan el Antigeno como tal (proteina de la superficie
viral). Ademas del virus propiamente dicho (culti-
vo viral). Las pruebas que identifican la respuesta
inmune ante el mismo, también llamadas serologi-
cas, (en Venezuela “Pruebas Rapidas”), que detec-
tan los anticuerpos producido por el virus, seran
cruciales para la vigilancia, el pronostico de epide-
mias y la determinacion de Inmunidad al SARS-
CoV-2, y en algunas oportunidades ayudan al diag-
nostico de enfermedad.

1. Tests para identificar la presencia del virus

1 a. Test diagndsticos basados en acidos
nucleicos

Las pruebas de amplificacion de acido nucleico
(NAAT), como la RT-PCR, son reconocidas como
las pruebas de diagnostico estandar para la confir-
macion de COVID-19 por la OMS y los CDC. La
NAAT se ha convertido en la norma en el diagnosti-
co de laboratorio de la infeccion viral del tracto res-
piratorio, ya que evita el tiempo de respuesta mas



largo del método de cultivo del virus y permite la
identificacion de pacientes en las primeras etapas de
la infeccion mediante la deteccion directa del mate-
rial genético viral.’

Los centros encargados de evaluar la presencia
del virus en muestras de pacientes, normalmente,
usan técnicas de facil manejo, rapidas y masivas.
Las técnicas expuestas en la figura 1 han sido usa-
das para analizar la presencia de virus y todas han
sido aprobadas por entes reguladores internaciona-
les como la FDA.*"

(Resaltadas en negro las usadas comunmente).
La diferencia entre las dos técnicas es el uso de sis-

Test diagnésticos para SARS CoV2
basados en acidos nucleicos

Test sin amplificacion isotérmica

AR

PCR tiempo real
RT-digital GSTAR
PCR

Secuenciacién

Test con amplificacion isotérmica

NEAR

PCR punto final
analisis por fluorescencia,

RT-LAMP OMEGA
colorimetriay otros

Fluorescencia, TMA
Corlorimétrico
CRISP

temas de temperaturas continuas (isotérmicas) o en
ciclos (no isotérmica). Siglas: PCR reaccion en
cadena de la polimerasa. Informacion de siglas en
el texto.

La secuenciacion fue, en principio, la técnica
mas usada porque permitié definir dos puntos: la
variante viral que infecté a humanos y la probabi-
lidad de mutaciones. Es el ensayo de referencia
para determinar variantes del virus circulante en la
poblacion y variante virales en una misma muestra,
dependiendo del equipo y la tecnologia usada.”"

Principios basicos de los test con Técnicas de
Ampliacién de Acidos Nucleicos (NAAT, por sus
siglas en inglés) comunmente usados.

El primer punto es la extraccion del ARN total
de células obtenidas en la muestra.

En la mayoria de los ensayos, el ARN extraido
es transformado a ADN por la transcriptasa rever-
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sa. De alli las siglas RT-agregado al de PCR. El
ADN complementario se incuba con los cebadores
especificos de segmentos virales y por procesos
isotérmicos o no isotérmicos, se amplifica el ADN.
Finalmente, el nimero de copias es analizado y
define la presencia y cantidad de virus. Sin embar-
go, en la mayoria de los casos, el ensayo también
cuenta con un control interno que es un amplifica-
do de un ARNm de un gen celular para demostrar
que hay suficiente material genético en la muestra.
La mayoria de los ensayos comerciales es capaz de
detectar el virus a partir de 10 copias; todo depen-
de del tipo de kit que se use y de la pureza del ADN
complementario obtenido. Se puede calcular, ade-
mas, el nimero de copias virales y carga viral por
muestra. En algunos paises, se exige reportar la
carga viral de la muestra.” En los métodos con
ampliacion no Isotérmica, el proceso es por ciclos,
produciéndose un nimero determinado de copias
por ciclo. En éstos se usa también el término CT
(Cicle Threshold): a mayor carga viral, menor el
CT. Se requiere un valor igual o menor de 40 CT
para reportar el RT-PCR como positivo."

Es importante analizar, brevemente, las diferen-
cias entre las técnicas mas usadas y sus interpreta-
ciones. La diferencia de PCR tiempo real (que se
informa como r RT-PCR, o qRT-PCR) y RT- PCR
punto final, es la amplificacion del ADN comple-
mentario con trazadores fluorescentes y lectura de
fluorescencia continua (tiempo real) o el analisis,
al final, de la amplificacion donde las hebras de
ADN se analizan con colorante. A pesar de usar los
controles negativo y positivo comparables, la
experticia del técnico es critica en la segunda téc-
nica, el error humano de dilucion y tincion puede
incrementarse. Se requiere, ademas, en el segundo
caso si no es usan cebadores fluorescentes, usar
dos pozos uno para el analisis de virus y otro del
material genomico celular.

El RT-digital PCR es la técnica que usa la trans-
criptasa reversa y amplificacion directa en un siste-
ma cerrado, usualmente robotico, que se basa en
PCR tiempo real y cuyos resultados son interpreta-
dos directamente por el aparato. El qSTAR, técnica
de amplificacion a temperatura selectiva, también
requiere de un aparato especifico desarrollado para
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manejar la muestra y analizar el amplificado de
manera secuencial.

La otra técnica muy usada es la RT-LAMP es
amplificacion isotérmica ciclica que se basa en la
amplificacion del ADN complementario viral pero
afladiendo segmentos que pueden ser puntos de
cortes enzimaticos CRISP o nucledtidos fluores-
centes. Dado que es una técnica isotérmica, no
requiere instrumentacion especializada para la
amplificacion, mas, si en el analisis y el rango de
deteccion es similar al mejor rango de PCR.

Una técnica similar al RT-LAMP es el
OMEGA. Con la técnica de OMEGA, con sondas
especificas, es posible determinar hasta variantes
reales dentro de la muestra. Esta ultima técnica ha
sido usada con éxito para determinar diferentes
variantes virales del virus de papiloma en muestras
de cuello uterino con una especificidad del 90 %.
Las otras dos: NEAR, técnica de amplificacion de
enzima de restriccion puntual y TMA, amplifica-
cion por transcripcion, son excelentes para el ana-
lisis de genes patogenos, no son costosas, pero
requieren la experticia técnica adecuada.”"

Cuando realizar las pruebas de deteccion del
virus

La exactitud de su resultado va a depender del
manejo adecuado de la muestra en todos sus pasos
(obtencion, transporte y procesamiento, lo cual
incluye el tipo de reactivos utilizados) y de la carga
viral contenida en ella (lo cual va a depender del
momento después de la exposicion al virus, en que
se tome y del tipo de muestra que se procese).

La interpretacion va a depender de la sensibili-
dad y especificidad del test (debe reportarla cada
plataforma y reactivos utilizados y por estudios
publicados) y la probabilidad de enfermedad sos-
pechada en cada paciente en base a sus caracteris-
ticas clinico-epidemiolégicas. El analisis conjunto
de 7 estudios publicados encontr6 que, las tasas de
falsos negativos son del 100% el dia 1, el 67% el
dia 4, el 38% cuando los sintomas comienzan el dia
5, 20% el dia 8 (3 dias después de la aparicion de
los sintomas) para volver a subir hasta el 66% el
dia 21." Por lo tanto, en su mejor momento (3 dias
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de los sintomas), la PCR tiene una sensibilidad
(capacidad del test de dar positivo en presencia de
enfermedad) de 80%. Kim H, reporta en metanali-
sis de 64 trabajos, una sensibilidad de 89% con
1C95% 81 a 94%." Por lo tanto, los ensayos de RT-
PCR tienen una capacidad limitada para descartar
ECOVI-19 sobre la base de un tnico punto en el
tiempo. También se ha reportado, mayor CT en
pacientes graves que en leves, con persistencia de
PCR positivo en los primeros por mayor tiempo
que en los segundos.' Para las personas asintoma-
ticas, la sensibilidad no estd bien caracterizada
todavia."” La especificidad es alta, alrededor de
99-100% (capacidad del test de ser negativo si no
existe la enfermedad) dando lugar a valor predicti-
vo positivo alto, que se interpreta como alta proba-
bilidad de tener la enfermedad si se tiene un test
positivo, aunque no indique necesariamente que el
virus mantenga su capacidad infectiva; las probabi-
lidades de ser falso positivo, pueden atribuirse
principalmente a mal manejo de la muestra o a
contaminacion del reactivo usado.” En algunos
casos, se ha detectado ARN viral mediante RT-
PCR incluso mas alla de la semana 6 después de la
primera prueba positiva. También se han notifica-
do algunos casos 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 reinfeccion o una reactiva-
cion. En un estudio de 9 pacientes, los intentos de
aislar el virus en cultivo no tuvieron éxito después
del dia 8 del inicio de la enfermedad, lo que se
correlaciona con la disminucion de la infectividad
mas alla de la primera semana.

Esa es en parte la razon por la que la “estrategia
basada en sintomas” de Los Centros para el
Control y la Prevencion de Enfermedades indican
que se puede suspender el aislamiento después de
24 horas sin fiebre sin el uso de medicamentos para
reducir la misma y mejoria en sintomas respirato-
rios (p. €j., tos, dificultad para respirar) y han pasa-
do al menos 10 dias desde que aparecieron los pri-
meros sintomas.” Se debe extender a 20 dias en
casos de ECOVI severo, y en los pacientes severa-
mente inmunocomprometidos.”*' En estos ultimos
el RT- PCR puede seguir positivo mucho tiempo,
con virus replicables, por lo tanto infectantes y hay



que emplear cultivo del virus o realizar RT-PCR
para identificar ARNm subgendmicos virales (éste
se transcribe solo en células infectadas y es detec-
tado antes de ser empaquetado en viriones; por lo
tanto, indica la presencia de material genético de
virus activos.”” También se puede realizar prueba
de antigeno para evaluar la viabilidad en caso de
RT-PCR positivo, aun cuando la sensibilidad es
menor, y requiere de altas cargas virales para dar
un resultado positivo.

Las variantes virales de alta transmisibilidad
como la Britanica, la Danesa, la de Manaos o de
California, con cambios genéticos importantes, no
son detectados por algunos test de PCR que usan
un solo par de cebadores por lo que es necesario
maximizar la prueba con amplificados de 3 partes
del gen.

El tipo de muestra también influye. En un meta-
nalisis de 16 estudios Boger B y colaboradores
citado por Saavedra™ reportan la sensibilidad de la
RT-PCR en diversas muestras en los primeros 14
dias post infeccion: esputo 97.2% (IC: 95% 90,3-
99,7%), hisopado faringeo y nasofaringeo 73,3%,
(IC: 95% 68,1-78%), saliva 62,3%(IC 95%54.5 a
69.6%), y especificidad del 99%. En un estudio de
207 pacientes con ECOVI 19, hospitalizados, las
muestras de liquido de lavado bronco alveolar
mostraron las tasas positivas mas altas (14 de 15;
93%), seguidas de esputo (72 de 104; 72%), hiso-
pado nasal (5 de 8; 63%), biopsia con cepillo de
fibrobroncoscopio (6 de 13; 46 %), hisopado farin-
geo (126 de 398; 32%), heces (44 de 153; 29%) y
sangre (3 de 307; 1%). Ninguna de las 72 muestras
de orina fue positiva.” A pesar de que la saliva no
es la muestra que ofrezca mayor sensibilidad, tiene
la ventaja de que su obtencion es facil, comoda y
segura, facilitando los estudios de despistaje, tan
importantes para detener la expansion del virus. En
un estudio sobre muestras pareadas de hisopado
naso faringeo y saliva, en pacientes con riesgo alto
de contagio o sintomas leves, 70 pacientes tuvieron
muestras con RT-PCR positivo: 48% coincidieron
ambas, 31,4% solo el hisopado nasofaringeo, y
20% solo la saliva, con una diferencia de 11,4% a
favor del primero.” Recientemente fue aprobado
por la FDA, el uso en calidad de emergencia del
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protocolo de la universidad de Yale Saliva Direct,
que permite eliminar el paso de extraccion de acido
nucleico (muy caro en tiempo, recursos y tecnolo-
gia) y hacerlo mas asequible aunque sigue siendo
necesaria la PCR, lo cual lo haria mucho mas acce-
sible.”

La genotipificacion del virus completo es de
vital importancia. La epidemiologia genética nos
permite determinar la presencia de variantes vira-
les que pueden o no ser mas agresivas y aplicar los
controles epidemioldgicos adecuados. La secuen-
ciacion del virus completo y su reporte a nivel
mundial permite determinar variantes locales de
foraneas," aunque esto corresponde a la vigilancia
epidemiolédgica, y no al manejo de rutina de los
casos.

2.-Pruebas de antigeno

Las pruebas de antigeno se basan en un anti-
cuerpo monoclonal contra la proteina S del virus,
en la mayoria de los casos de origen aviar, IgY, o
de cabra pegado a un metal pesado en un papel. La
muestra obtenida de saliva, solucion salina de lava-
do, o hisopo lavado en solucion salina, son incuba-
dos en los porta-muestra que contienen el anticuer-
po monoclonal pegado. Luego de incubar a tempe-
ratura ambiente por 15 minutos, se afiade una solu-
cion, en algunos casos se cierra el porta-muestra
por unos minutos, que contiene un compuesto con
colorante. Luego de 5 minutos de incubacion, en
los positivos debe observarse un precipitado
correspondiente al reconocimiento del virus.

La especificidad de la prueba es baja, 60-70 %,
dependiendo de la casa comercial. La inespecifici-
dad incrementa con el tiempo de toma de la mues-
tra. Por ello, es preferible procesar en un tiempo
corto.

Una de las aprobadas en EEUU, el ensayo de
inmuno fluorescencia (FIA por sus siglas en inglés)
proporciona resultados en 15 minutos. La positividad
indica Infeccion Activa. La FIA detecta el antigeno
de la proteina de la nucleocapside del SARS-CoV-2,
que generalmente estd presente en la nasofaringe
durante la infeccion aguda. La prueba se puede reali-
zar en muestras nasofaringeas y de frotis nasales,
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procesadas directamente o después de colocarlas en
un medio de transporte viral. Los hisopos se recolec-
tan de la misma manera que para las pruebas de PCR.
Las pruebas deben seguir las instrucciones del fabri-
cante segun la EUA, pero se pueden realizar en los
puntos de atencion de la exencion CLIA y en los
laboratorios clinicos.

Sensibilidad: los estudios de la industria infor-
man una sensibilidad de solo el 80% en relacion
con la PCR, que en si misma no es perfectamente
sensible.

Especificidad: los CDC han informado falsos
positivos, lo que indica que la verdadera especifi-
cidad es menor al 100% en el uso practico. Los fal-
sos positivos son mas probables cuando las prue-
bas no se realizan segliin las especificaciones o
cuando se produce una contaminacion cruzada.

De manera similar a las moleculares, por su alta
especificidad, un resultado positivo significa infec-
cion en este caso ACTIVA, por lo tanto contami-
nante, pero se recomienda confirmar con PCR por
los falsos positivos reportados. La negatividad no
descarta la enfermedad.” En Venezuela, recién se
empieza a usar, aunque desconocemos cudl de las
técnicas se usa, y sus caracteristicas operativas.

Cuando es posible detectar antigenos, normal-
mente 2 dias luego de que se detecta el virus por
PCR se observan los antigenos, dia 4 a 5 de la
exposicion viral hasta el dia 10 a 14 dependiendo
de la carga viral.

Si se realizan las dos pruebas PCR tiempo real
y antigeno, la especificidad puede aumentar el 96
% en el periodo luego de 3 a 4 dias de exposicion.

Fallos de control epidemiologico en los ensa-
yos de PCR y antigeno

Los fallos mas comunes en la deteccion viral
son el tiempo de exposicion y carga viral. Por ello,
estadisticamente se define un periodo de ventana
de 5 dias desde la posible exposicion a la aparicion
de los sintomas. Luego de 5 dias, en caso de infec-
cion, la especificidad de las pruebas es PCR es 95 %
y de antigeno 80 %, y de ambas pruebas 98 a 99 %,
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de alli que la mayoria de los paises asumen ese peri-
odo para exigir los test cuando estan en cuarentena.

3.-Pruebas de anticuerpos

Usan diferentes metodologias: Enzyme Linked
Immunosorbent Assays (ELISA), Lateral Flow
Immunoassays (LFIA), Chemiluminescent Immu-
noassays (CLIA ) para la determinacion de Anti-
cuerpos (IgG, IgM, IgA), en suero (por lo que se las
llama Pruebas Serologicas), plasma o sangre com-
pleta. Normalmente los ensayos de anticuerpos de
realizan con ELISA donde los antigenos virales
estan pegados a la placa (normalmente mezcla anti-
génica de péptidos sintéticos de la proteina S, N y
Orf).

En Venezuela se conocen como “pruebas rapi-
das”, se realizan en el punto de atencion al pacien-
te. La exactitud, va a depender al igual que las
pruebas moleculares, de la toma adecuada de la
muestra, tipo de metodologia utilizada, momento
de la realizacion del test en relacion a la exposicion
o inicio de los sintomas.

Teniendo en cuenta la cinética de la respuesta
inmune en pacientes con infeccion por SARS-CoV-
2 se considera que el punto para usar pruebas sero-
logicas es de 14 dias a partir del inicio de los sinto-
mas. Esto debido a que a partir de ese momento se
ha documentado que, hasta la mitad de los pacien-
tes infectados ya podrian tener estos anticuerpos, y
que al combinar estas pruebas con RT-PCR de
SARS-CoV-2 en algoritmos diagnosticos se aumen-
ta la probabilidad de lograr un diagnostico.”

En una revision sistematica de 24 estudios, con
numero total de muestras incluidas entre 91 y 2.708
para Sensibilidad y de 721 a 11.887 para la especifi-
cidad, que incluy6 diferentes tipos de poblaciones,
técnicas de determinacion de anticuerpos, determina-
cion de Ig (M, G, A) disefios de investigacion, la sen-
sibilidad promedio en la semana uno después el inicio
de los sintomas oscil6 entre 23%y 63% y en la segun-
da semana oscil6 entre 68% y 96%, mientras que la
especificidad promedio vario de 96% a 100% . La
calidad de la evidencia que inform¢ las determinacio-
nes de sensibilidad varié de muy baja a baja, mientras
que la especificidad fue de baja a moderada.”® El



metanalisis de Lisboa, de 40 estudios, reporta que la
sensibilidad fue mayor al menos tres semanas des-
pugs del inicio de los sintomas (69,9% hasta 98,9%)
en comparacion con la primera semana (desde 13,4%
a 50,3%).” Las pautas de la Sociedad Americana de
Enfermedades Infecciosas (IDSA), no recomiendan
el uso de pruebas serologicas para diagnosticar la
infeccion por SARS-CoV-2 durante los primeros 14
dias posteriores al inicio de los sintomas. Cuando se
usa con finalidad diagndstica como complemento de
pruebas moleculares, recomienda la determinacion de
IgG, o, anticuerpos totales, en tres o cuatro semanas
del inicio de los sintomas, para maximizar el dx de
infeccion pasada.®**

La serologia puede ser util para diagndstico, cuan-
do los pacientes se presentan con complicaciones tar-
dias de la enfermedad, cuando la reduccion de la dise-
minacion viral puede hacer que la RT-PCR sea falsa-
mente negativa.*"*

Limitaciones de la serologia:

Precision variable: los ensayos varian en preci-
sion y pueden tener reactividad cruzada con otros
coronavirus humanos.”*’ La sensibilidad combinada
de los ELISA que miden IgG o IgM fue del 84,3%
(intervalo de confianza del 95% 75,6% al 90,9%),
de las LFIA fue del 66,0% (del 49,3% al 79,3%), y
de CLIA fue del 97,8% (46,2% a 100%). En todo
analisis, la sensibilidad combinada fue menor para
los LFIA, el método potencial en el punto de aten-
cion. Entre las LFIA, la sensibilidad agrupada de
los kits comerciales fue 65,0%, (IC95% 49,0% a
78,2%), inferior al de las pruebas no comerciales
88,2%, (1C95% 83,6% a 91,3%). Se vio heteroge-
neidad en todos los andlisis. La especificidad agru-
pada oscil6 entre el 96,6% y el 99,7%.”

Relacion con la infectividad. Se necesitan datos
sobre la relacion entre la serologia y el riesgo de una
persona de infectar a otros, particularmente cuando
la serologia se realiza debido a la falta de disponibi-
lidad de pruebas virales rapidas. La duracion de la
serologia / proteccion positiva se ha informado de
forma variable. La duracion real de la enfermedad
asintomatica, leve o grave es incierta.”

Pacientes asintomaticos: pueden desarrollar
una respuesta inmunitaria menor: en un pequefio

ALEJANDRO RiSQUEZ PARRA Y COLS.

estudio de pacientes chinos, a las 8 semanas, mas
pacientes asintomaticos que sintomaticos eran
seronegativos para IgG (40% frente a 13%).*

Enfermedad leve: un estudio de 34 pacientes
que se recuperaron de Covid-19 leve, encontr6 que
la vida media de anticuerpos fue de 37 dias IC95%
26 a 60 dias, lo que sugiere una rapida disminucion
de la inmunidad humoral.”

Prueba rapida semicuantitativa de IgG:
COVID-SeroKlir

Actualmente en EUA fue aprobado por la FDA,
una prueba semicuantitativa para medir IgG, contra
dos antigenos del virus: la proteina de pico de lon-
gitud completa y su dominio de union al receptor,
con una sensibilidad de 98,8% y especificidad de
99,6 segun el fabricante. La prueba puede ser rea-
lizada por cualquier laboratorio certificado por
CLIA.* No se dispone de ella en Venezuela.

A pesar de las importantes limitaciones en la
utilidad y precision de la serologia, la insuficiencia
continua y las limitaciones de las pruebas de PCR
viral en muchos entornos clinicos han llevado a los
médicos a utilizar la serologia en combinacioén con
los sintomas clinicos para informar el diagndstico
y guiar la toma de decisiones practicas. Incluso
cuando se dispone de pruebas de PCR viral, las
tasas altas de falsos negativos significan una pro-
babilidad persistentemente alta de enfermedad del
SARS-CoV-2 posterior a la prueba negativa, si la
sospecha clinica previa a la prueba era alta. Por lo
tanto, en situaciones como una alta sospecha de
Ecovi-19 en un paciente con PCR negativa, la sero-
logia se puede utilizar para confirmar la sospecha
clinica y aclarar la necesidad de un control conti-
nuo de la infeccion y opciones de tratamiento.*

El anticuerpo IgA especifico puede detectarse
en mucosas, lavado nasal/faringeo y menos en san-
gre periférica. La [gM se observa en sangre perifé-
rica luego de 15 dias. Las curvas de IgM e IgA se
solapan refiriendo que es posible detectar ambas en
una muestra. Sin embargo, en la mayoria de los
casos la IgA especifica en mucosas disminuye a las
2 semanas.

Finalmente, la aparicion de IgG especifica se
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observa a partir del dia 21 de la exposicion viral.
En la mayoria de los infectados leves, los titulos de
anticuerpos IgA e IgM caen a las 3 semanas y los
de la IgG especifica caen a los 90 dias. Es muy pro-
bable que el individuo se reexponga al virus y sus
titulos de anticuerpos se mantengan prolongados
por el tiempo. La memoria inmunolédgica se man-
tiene con el tiempo. De hecho, la estrategia de
vacunacion masiva sugiere que aquellas personas
que padecieron la infeccion viral hace mas de tres
meses sean vacunadas para mantener una respues-
ta inmune protectora prolongada.

La exposicion de personal de salud y los test
que deben realizarse

Se recomienda que aparte de la proteccion fisi-
ca necesaria para la toma de muestra y cuidado de
los pacientes, se realicen test de PCR y anticuerpos
especificos cada mes independientemente si pre-
sentan sintomas o no. La razon de dicho esquema
redunda en que el profesional de la salud estd mas
expuesto a altas cargas virales y a variantes virales
continuamente por lo que no se garantiza la gene-
racion de una respuesta inmune Optima ante el
virus.

NOTAS RELEVANTES SOBRE LOS PATRO-
NES HEMATOLOGICOS Y PARACLINICOS EN
PACIENTES CON INFECCION POR SARS Cov-2

Dentro de los patrones mas relevantes encontra-
dos en la hematologia esta la linfopenia y el incre-
mento en la poblacion de neutréfilos. El incremen-
to de neutrofilos es notorio en los pacientes mode-
rados a severos y el indice neutréfilos/linfocitos,
fue propuesto como un método sencillo para deter-
minar el deterioro y sobrevida del paciente.”” Los
cambios en el volumen corpuscular medio de eritro-
citos en pacientes moderados a severos han sido
materia de discusion, asi como los niveles de hemo-
globina. La disminucion de la cantidad de plaquetas
es una caracteristica comun de los pacientes infec-
tados con el virus, los marcadores de activacion y
agregacion son comunes en dichos pacientes.*

Los otros parametros conocidos, proteina C
reactiva, procalcitonina, LDH, dimero D han sido
usados con éxito; sin embargo, se debe agregar
consumo de complemento como factor de riesgo
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midiendo los niveles de C3 y C4.” Es importante
mencionar que la hipoalbuminemia también es un
factor de riesgo.

En referencia a la linfopenia, estd marcada por
la disminucion de linfocitos T tanto ayudadores
como citotoxicos. Sin embargo, en un estudio
hecho en poblacion venezolana y comparado con
otras poblaciones, se observa que los linfocitos T
de memoria disminuyen significativamente en
pacientes moderados y severos y no en adultos
jovenes con resolucion rapida de la infeccion
viral.*

CONCLUSIONES:

Para cerrar esta revision sobre las estadisticas y
las pruebas diagnosticas de COVID-19 durante su
primer afio de pandemia, concluimos con los
siguientes puntos:

*  LaRT-PCR sigue utilizandose como estan-
dar de oro para diagnostico de la infeccion
por SARS-COV-2.

* La positividad de la RT-PCR, confirma la
infeccion por SARS COV 2, en personas
sintomaticas o no

* La negatividad de la RT-PCR temprana o
tardia, no descarta la infeccion por SARS
COV 2.

* La positividad de la RT-PCR, no significa
necesariamente que el virus sea trasmisi-
ble, especialmente después de los 10 dias
de enfermedad.

* La positividad de la PCR en personas
infectadas depende de la carga viral,
momento y tipo de muestra, y de la mani-
pulacion adecuada de la misma.

» La positividad del antigeno sigue el patron
de comportamiento de la RT-PCR pero si
traduce virus replicable (trasmisible).

* La tasa de falsos positivos y negativos es
mayor en la prueba de antigenos que la
PCR-RT.

*  Las pruebas de anticuerpos no sirven para
diagnostico de la infeccion excepto en cir-
cunstancias especificas.

*  Su uso debe ser para conocer el estado de
inmunidad de la persona, en relacion al
SARS-COV-2.



*  Son habitualmente negativas antes de las
dos semanas de la enfermedad.

* Los resultados de una prueba deben ser
interpretados en base a las caracteristicas
operativas de la prueba, momento y tipo de
muestra, valor pretest, en base a las carac-
teristicas clinico-epidemioldgicas del suje-
to.

*  Las pruebas negativas, deben ser interpre-
tadas con cautela, ya que pueden inducir
falsa seguridad, y bajar las medidas pre-
ventivas, individual o colectivamente.

*  El bajo nivel de pruebas que identifican el
virus (PCR, antigeno), produce una falsa
situacion de control de la epidemia.

* La falta de informacion sobre las caracte-
risticas de las pruebas en uso no permite
conocer adecuadamente el comportamiento
de las mismas en la poblacion venezolana.
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