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RESUMEN

El brote de la neumonia viral COVID-19 causada por un nuevo coronavirus, el virus del sindrome
respiratorio agudo severo coronavirus 2 (SARS-CoV-2), fue declarado pandemia por la Organizacion
Mundial de la Salud en enero de 2020. En efecto, SARS-CoV-2 y su patologia asociada, COVID-19,
generaron mucha preocupacion tanto en el dmbito médico como cientifico debido a su impacto
epidemiolégico a nivel mundial. Luego de mas de dos afios desde el inicio de la pandemia, las
estrategias efectivas para COVID-19 se basan principalmente en el diagnostico generalizado y la
vacunacion masiva. En particular, las pruebas diagnosticas constituyen un componente esencial de la
respuesta a la pandemia de COVID-19, ya que permitieron implementar medidas rapidas y efectivas
gue ayudaron a contener la pandemia mediante la identificacién de los individuos infectados y de los
gue son aun asintomaticos durante el periodo de incubacion de la enfermedad, asi como el rastreo de
los contactos de un individuo enfermo. En este sentido, las empresas farmacéuticas y de base
biotecnolégica respondieron inmediatamente a esta pandemia, desarrollando una amplia variedad de
pruebas de diagnéstico para detectar SARS-CoV-2 asi como los anticuerpos generados por infeccion

natural o por vacunacion.

En base a una seleccién de estudios publicados, en este Trabajo de Tesina se analizé el desempefio
de los diferentes tipos de estrategias y ensayos diagndsticos para COVID-19 disponibles en el

mercado, evaluando ademas las caracteristicas y propiedades de cada uno de ellos.
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INTRODUCCION



1. COVID-19: caracteristicas generales y patogenia de la

enfermedad infecciosa

El 31 de diciembre de 2019 la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) reporté el primer
caso de un nuevo virus del género coronavirus en la ciudad de Wuhan (Provincia de Hubei, China), el
cual estaba relacionado con el agente causal de un brote de neumonia atipica ocurrido en 2003 que
se denomind sindrome respiratorio agudo severo (SARS; severe acute respiratory syndrome)
(https://www.who.int/emergencies/diseases/novel-coronavirus-2019). Un mes mas tarde, la OMS
declaré6 el estado de pandemia causada por este nuevo virus que fue nombrado virus del sindrome
respiratorio agudo severo coronavirus 2 (SARS-CoV-2). A diciembre de 2021, la enfermedad causada
por SARS-CoV-2, denominada COVID-19 (coronavirus disease 2019), habia provocado 235 millones
de casos confirmados y causado mas de 5,2 millones de muertes a nivel mundial

(https://www.who.int/emergencies/diseases/novel-coronavirus-2019).

Al igual que SARS-CoV, el nuevo coronavirus SARS-CoV-2 utiliza como receptor a la
proteina celular ACE2 (angiotensin-converting enzyme 2), lo cual hace que el principal tropismo viral
sea el pulmoén (Harrison et al., 2020). En efecto, los primeros blancos de la entrada viral son las
células epiteliales del tracto respiratorio y alveolares, las células del endotelio vascular y los
macréfagos alveolares (Cantuti-Castelvetri et al., 2020; Harrison et al., 2020). Uno de los aspectos
distintivos entre SARS-CoV y SARS-CoV-2 es la alta capacidad de este ultimo de infectar el tracto
respiratorio superior, tales como los tejidos nasofaringeo y orofaringeo (Harrison et al., 2020; Lebeau
et al., 2020). Posiblemente, esta caracteristica de SARS-CoV-2 se deba a su mayor afinidad por el
receptor ACE2, el cual se expresa también en tejidos de las cavidades oral y nasal (ver referencias
en Harrison et al., 2020). En este sentido, el hecho de detectar SARS-CoV-2 en muestras de tracto
respiratorio superior de pacientes con COVID-19 durante el periodo prodrémico explicaria la
transmisibilidad mas rapida y efectiva de SARS-CoV-2 con respecto a SARS-CoV-1.

Siendo SARS-CoV-2 un virus respiratorio, su principal mecanismo de transmisiéon es a través
de pequefias gotas de saliva de la persona infectada que se emiten al hablar, estornudar, toser o
respirar, aunque recientemente se ha sefialado la importancia de la transmision por aerosoles
(https://www.who.int/emergencies/diseases/novel-coronavirus-2019). Los sintomas de COVID-19 mas
prevalentes son fiebre, dificultad para respirar, disnea, tos seca y fatiga y se asocian cominmente
con diarrea, dolor de cabeza, anosmia, linfopenia y/o dafio hepatico (Lebeau et al., 2020). Sin
embargo, dado que éstos son sintomas variables que pueden asociarse a otras enfermedades, la
presentacion clinica no puede ser utilizada para el diagndstico certero de infeccion por SARS-CoV-2.
Las caracteristicas clinicas de COVID-19 varian desde una enfermedad leve o aparentemente
asintomética hasta condiciones de pacientes en estado critico. Cabe destacar que la infeccion por
SARS-CoV-2 puede desencadenar la desregulacion de la respuesta inmune en pacientes graves
provocando el sindrome de disfuncién multiorganica (Yang et al., 2020). Las comorbilidades mas

comunes en pacientes criticos son la edad, la hipertension, la diabetes, la obesidad, las


https://www.who.int/emergencies/diseases/novel-coronavirus-2019
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enfermedades cardiovasculares y las enfermedades del sistema respiratorio (Yang et al., 2020).
SARS-CoV-2 y su patologia asociada han generado mucha preocupacion tanto en el ambito médico y
cientifico como a nivel mundial debido a su impacto epidemiolégico. En este sentido, resulta
imprescindible contar con métodos diagndsticos precisos y sensibles que permitan detectar los focos
de infeccién de manera temprana y asi poder reducir la transmision comunitaria y evitar la saturacion

del sistema de salud.

En Argentina, segin las cifras difundidas al dia 11 de febrero de 2021, los casos confirmados
llegaron a 2.008.345 de los cuales 49.874 fueron victimas fatales
(https://www.argentina.gob.ar/salud/coronavirus-COVID-19). Debido a la gran cantidad de casos
confirmados hasta esa fecha y a la necesidad de contener la propagacion del virus, el Gobierno
Nacional decidié6 tomar una serie de medidas preventivas con el objetivo de aplanar la curva de
contagios. Algunas de estas medidas de prevencion fueron: (i) implementar el aislamiento social
preventivo para reducir el desplazamiento de los individuos; (ii) mantener aproximadamente una
distancia de dos metros con otras personas; (iii) utilizar barbijo o tapabocas que cubra nariz, boca y
mentoén; (iv) realizar una adecuada higiene de manos, siendo lo mas adecuado lavarse las manos
frecuentemente con agua y jabon, o, alternativamente, higienizar las manos con soluciones a base de
alcohol, (alcohol en gel o alcohol 70%); (v) toser o estornudar sobre el pliegue interno del codo; (vi)
no compartir utensilios, vajilla, u otros elementos de uso personal que se utilizan con frecuencia, y Si
es asi, desinfectarlos antes de su uso; y (vii) realizar con regularidad una adecuada ventilacién de los
ambientes cerrados; sobre todo en periodo invernal o de bajas temperaturas para asi permitir el
intercambio de aire. Es importante asegurar el recambio de aire mediante la apertura de puertas y

ventanas que produzcan circulacién cruzada del aire.

2. El virus del sindrome respiratorio severo coronavirus 2 (SARS-
CoV-2)

2.1. Organizacion genémica de SARS-CoV-2 y estructura del virién

SARS-CoV-2 es un virus con genoma de ARN monocatenario sentido positivo y con
envoltura lipidica que pertenece al género betacoronavirus de la familia Coronaviridae (Chen et al.,
2020; Masters & Perlman, 2013). El genoma de aproximadamente 30.000 nucleétidos de SARS-CoV-
2 codifica para 27 proteinas: los dos primeros tercios del ARN viral comprenden el mayor marco
abierto de lectura (ORF; open reading frame), el ORF 1la y el ORF1b, los cuales codifican para las15
proteinas no estructurales (nsp) que forman parte del complejo de replicasa/transcriptasa viral
(Figura 1). El tercio 3" del genoma contiene los genes para varias proteinas accesorias y para las
cuatro proteinas estructurales involucradas en la interacciéon del virus con el receptor celular, el
ensamblado y la morfogénesis de los viriones, asi como en la liberacién de las particulas virales al
medio extracelular: la glicoproteina de la espicula (S; spike), la proteina de la envoltura (E; envelope),
la proteina de membrana (M; membrane) y la proteina nucleocapside (N; nucleocapsid) (Fehr &
Perlman, 2015) (Figura 1).


https://www.argentina.gob.ar/salud/coronavirus-COVID-19

Estudios de criomicroscopia y de criotomografia electrénicas mostraron que los viriones
esféricos, cuyo diametro es de aproximadamente 125 nm, exhiben la caracteristica particular de
presentar espiculas que se proyectan desde la superficie de la envoltura viral, confiriéndoles una
apariencia de corona solar (Figura 2a) (Fehr & Perlman, 2015; Masters & Perlman, 2013). Las
proteinas S, M y E se hallan insertas en la envoltura lipidica del virién, mientras que la proteina N se
asocia al ARN genomico formando el core ribonucleoproteico (Figura 2a) (Fehr & Perlman, 2015;
Masters & Perlman, 2013).
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Figura 1 | Organizacion gendmica de SARS-CoV-2 y dominios de la proteina S. El genoma de
SARS-CoV-2 esté flanqueado por una region no traducida en los extremos 5" y 3" (5"-UTR y 3-UTR,
respectivamente) y contiene el Orflab que codifica para las proteinas del complejo
replicasal/transcriptasa seguido de los ORFs para las proteinas que forman el viridn (la glicoproteina
S, y las proteinas E, My N) y para las proteinas accesorias.

La proteina viral S es una glicoproteina de transmembrana formada por la subunidad S1, que
contiene el dominio de unién al receptor (RBD; receptor binding domain); y la subunidad S2 que
exhibe el péptido de fusidn responsable de la fusion de la membrana viral con la celular.

NTD: dominio N-terminal; CTD: dominio C-terminal; RBM: motivo aminoacidico de unién al receptor;
HR1/2: repeticiones en héptada 1 y 2 de la subunidad S2. Los nimeros se refieren a las posiciones
aminoacidicas en la proteina S de SARS-CoV-2 (https://covid-19.uniprot.org/uniprotkb/PODTC2).
Adaptado de Mittal et al. (2020).

La glicoproteina S (~150 kDa) es una proteina de fusion clase | que se encuentra en el
virion bajo la forma de homotrimeros, lo cual resulta en la estructura de espiculas distintiva de los
coronavirus (Beniac et al., 2006). Esta glicoproteina viral es procesada por una proteasa celular del
tipo furina en las subunidades S1 y S2, las cuales son clave para el tropismo y la entrada de SARS-
CoV-2 a sus células blanco (Figuras 1y 2). S1 media la unién del virus al receptor ACE2, mientras
gue la subunidad transmembrana S2 es responsable de la fusion de la membrana viral con

membranas celulares (Mittal et al., 2020).


https://covid-19.uniprot.org/uniprotkb/P0DTC2

La proteina M (~25-30 kDa) es la proteina estructural mas abundante del virién y juega un
papel importante, junto con las proteinas E y N, durante el ensamblado viral (Siu et al., 2008) (Figura
2). Al unirse a la nucleocapside, M promueve la finalizacion del ensamblado de las particulas virales
(Neuman et al., 2011).

La proteina E de SARS-CoV-2 (~8 kDa), que se halla en bajos niveles en la membrana viral,
facilita el ensamblado y liberacion de los viriones (Yoshimoto, 2020) (Figura 2). Ademas, la proteina
E exhibe actividad de canal idnico, la cual es necesaria para la patogénesis viral (Fehr & Perlman,
2015; Yoshimoto, 2020).

La proteina N se une al ARN gendmico viral constituyendo la Unica proteina viral presente en
la nucleocépside (Fehr & Perlman, 2015; Yoshimoto, 2020) (Figura 2).

a Particula viral

Figura 2 | Organizacion y estructura del virion de SARS-CoV-2. a| En el esquema se
indican las proteinas que forman la particula viral: S, E, M, y N. El genoma de ARN
monocatenario de sentido positivo (+ ARNsc) es empaquetado por N, mientras que las
proteinas M y E aseguran su incorporacién en la particula viral durante el proceso de
ensamblado. Los trimeros de S sobresalen de la envoltura lipidica viral derivada de la célula
infectada y proporcionan especificidad para los receptores celulares que son utilizados para

la entrada del virus a la célula.
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Figura 2 | Ciclo de replicacién de SARS-CoV-2 (Continuacién). b| Las particulas virales se unen a
su receptor en las células blanco y las interacciones de la glicoproteina S con ACE2 y con factores
del hospedador (como la serina proteasa de superficie celular TMPRSS2), promueven la fusion de la
membrana viral con la membrana celular o endosomal. El desnudamiento (uncoating) del core viral y
la liberacibn del ARN gendmico en el citoplasma de la célula infectada permiten la traduccién
inmediata de los ORFla y ORF1b. Las poliproteinas ppla y pplab codificadas por Orfla/b son
procesadas cotraduccional/postraduccionalmente en las proteinas no estructurales maduras (nsps)
gue forman el complejo de replicacidn/transcripciéon. Concomitantemente con la expresion de las
nsps, la biogénesis de los organulos de replicacion viral, que consisten en vesiculas de doble
membrana perinucleares (DMVs), membranas contorneadas (CMs) y pequefias esférulas abiertas de
doble membrana (DMSs), crean un microambiente protector para la replicacion del ARN genémico y
la transcripcion de los ARNm subgendmicos (ARNmM sg). Las proteinas estructurales sintetizadas son
traslocadas al reticulo endoplasmico (ER) y transitan a través del compartimento intermedio ER-Golgi
(ERGIC), donde interaccionan con el ARN gendémico recién sintetizado que se halla asociado a la
proteina N. Esto resulta en el ensamblado de las particulas virales que brotan hacia el lumen de los
compartimentos de la via secretoria. Finalmente, los viriones son secretados de la célula infectada
por exocitosis.

Cap: modificacion por 7-metilguanosina del extremo 5° de los ARNm; L: secuencia lider; An: extremo
3 poliadenilado del ARN gendmico viral y de los ARNm virales.

Adaptado de V'kovski et al. (2020).



2.2. Ciclo de vida de SARS-CoV-2

SARS-CoV-2 entra a sus células blanco mediante la interaccion de la region RBD (receptor
binding domain) de la glicoproteina S del virion con el receptor ACE2 (Lan et al., 2020; Shang et al.,
2020) (Figuras 1y 2b). Mutaciones en la region RBD de la proteina S de SARS-CoV-2 confieren al
virus mayor afinidad por ACE2 y posiblemente mayor capacidad infectiva (Harrison et al., 2020;
Wrapp et al., 2020). Ademas de la union al receptor celular, la proteina S es procesada por la serina
proteasa TMPRSS2 (transmembrane serine protease 2) presente en la superficie celular (V’kovski et
al., 2020). Este procesamiento proteolitico es esencial para exponer el péptido de fusion de la
subunidad S2, lo cual resulta en la fusién de la envoltura lipidica del viribn con membranas celulares
(Figuras 1y 2b). Es interesante destacar que TMPRSS2 se expresa en el tracto respiratorio humano
y, por lo tanto, contribuye en gran medida tanto a la propagacion como a la patogénesis de SARS-
CoV-2 (Shang et al., 2020). De hecho, la inhibicibn de TMPRSS2 es suficiente para bloquear la
entrada de SARS-CoV-2 a células de pulmén in vitro (Hoffmann et al., 2020). Por otra parte, dos
estudios recientes demostraron que la neuropilina-1 (NRP1), que se une a sustratos procesados por
la furina, potencia la capacidad infectiva de SARS-CoV-2 (Cantuti-Castelvetri et al. 2020; Daly et al.,
2020). La proteina NRP1 se halla en niveles abundantes en los epitelios respiratorio y olfatorio,
alcanzando su maxima expresion en las células epiteliales y endoteliales (Cantuti-Castelvetri et al.,
2020). Luego del desnudamiento del virion, el ARN gendmico viral es traducido para generar en una
primera etapa las dos poliproteinas ppla y pplab, codificadas por los ORFla y ORF1b,
respectivamente (Figuras 1 y 2b). Estos dos precursores poliproteicos son procesados
proteoliticamente en las proteinas no estructurales que forman el complejo de replicacion y
transcripcion viral (RTC; replication and transcription complex). Asi, dieciséis proteinas no
estructurales se generan a partir de los precursores ppla (nspl-11) y pplab (nspl-10, nspl2-16) tras
el procesamiento proteolitico por las dos cisteina proteasas que se encuentran asociadas a nsp3
(proteasa similar a la papaina; PLP™) y nsp5 (proteasa similar a quimotripsina). La proteasa nsp5 es
llamada también proteasa similar a 3C (3CLP™), debido a sus similitudes con la proteasa 3C de los
picornavirus, o proteasa principal (MP™), porque es la responsable del procesamiento proteolitico de la
mayoria de los sitios en los precursores poliproteicos ppla y pplab (Figura 2b). La liberacion
proteolitica temprana de nspl posibilita que esta proteina viral se una a la subunidad ribosomal 40S,
lo que resulta en la inhibicién de la sintesis de proteinas involucradas en la respuesta inmune innata
de la célula hospedadora (Schubert et al., 2020). Las proteinas nsp2-16 componen el RTC viral:
nsp2-11 proporcionan las funciones necesarias para la formacion del RTC viral, tales como la
modulacién de las membranas intracelulares, la evasion de la respuesta inmune del hospedador y los
cofactores para la replicacion del genoma viral, mientras que las proteinas nspl12-16 contienen las
funciones enziméticas responsables de la sintesis y modificacion del ARN gendmico junto con la
actividad 3"—5’exonucleolitica de correccion de la sintesis del ARN (actividad de proofreading)
provista por nspl4 (V’kovski et al., 2020).

La sintesis de los ARN virales es llevada a cabo por nspl2, la ARN polimerasa dependiente

de ARN (RdRP; RNA-dependent RNA polymerase), y sus dos cofactores nsp7 y nsp8, teniendo esta



ultima proteina actividad de primasa o de adenilil transferasa 3'-terminal (ver referencias en V’kovski
et al., 2020). La modificacion del extremo 5° del ARN gendmico y de los ARNm de los coronavirus es
llevada a cabo por un complejo enzimético formado por nspl0, que funciona como cofactor, nspl3,
que proporciona la actividad de ARN 5'-trifosfatasa, y por nspl4 y nspl6, que realizan las funciones
de N7-metiltransferasa y 2'-O-metiltransferasa, respectivamente (V’kovski et al., 2020). La interaccién
de las proteinas no estructurales con diferentes proteinas celulares en la etapa temprana de la
infeccion viral da origen a la biogénesis de los organulos de replicacion viral donde se replica el ARN
genémico viral y se transcribe el conjunto anidado de ARNm subgenomicos (ARNmM sg)
caracteristicos de los coronavirus (Fehr & Perlman, 2015) (Figura 2b). Los organulos de replicacion
viral son estructuras perinucleares de doble membrana interconectadas que derivan del reticulo
endoplasmético y que consisten en vesiculas de doble membrana, membranas contorneadas y

pequefias esférulas abiertas de doble membrana (Figura 2b).

La traduccion de los ARNm sg da lugar a la expresion de las proteinas estructurales y
accesorias (Figura 2b). Las proteinas estructurales S, E, y M son sintetizadas en el reticulo
endoplasmatico como proteinas de membrana y son transportadas hacia el compartimiento
intermedio R.E.-Golgi (ERGIC; endoplasmic reticulum-Golgi intermediate compartment). La brotacion
del ARN gendmico viral empaquetado por la proteina N hacia el interior de las membranas del ERGIC
gue contienen a las proteinas estructurales S, E, y M resulta en el ensamblado y la formacién de los
viriones maduros (Figura 2b). Finalmente, los viriones son secretados de la célula infectada mediante
exocitosis (Fehr & Perlman, 2015; V’kovski et al., 2020) (Figura 2b).

3. Pruebas diagnosticas para la deteccion de SARS-CoV-2

3.1. Metodologias moleculares basadas en la amplificacién de acidos nucleicos

3.1.1. Retrotranscripcion acoplada a la reaccion en cadena de la polimerasa en

tiempo real

El método de retrotranscripcion acoplada a la reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo
real (RT-gPCR; real-time reverse transcriptase-polymerase chain reaction) detecta el ARN genémico
de SARS-CoV-2, lo cual permite determinar la presencia de este virus y/o cuantificar la carga viral en
muestras biolégicas de hisopado nasofaringeo, orofaringeo o saliva (Byrne et al., 2020; D"'Cruz et al.,
2020). Esta prueba es el Gold Standard para la detecciébn de SARS-CoV-2 debido a su alta
sensibilidad y especificidad, ademas de posibilitar el diagnéstico de infecciones activas por SARS-
CoV-2 (Ravi et al., 2020) (Figura 3).

Para ello los diferentes ensayos de RT-qPCR utilizan oligonucled6tidos iniciadores (primers)
cuyos blancos son regiones altamente conservadas de los genes virales N, S, E, orfla/b, o la region
gendémica que codifica para la RARP (ver referencias en Ravi et al., 2020). En el caso de emplear el
sistema de PCR multiplex, se utiliza mas de un par de oligonucleétidos iniciadores de manera de
amplificar simultaneamente diferentes regiones altamente conservadas del ARN gendmico viral

(D'Cruz et al., 2020; Ravi et al., 2020). Esto permite asegurar especificidad y reducir los falsos
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negativos debido a la evolucién genética de las variantes virales circulantes. Como control interno de
las reacciones de RT-gPCR, se amplifica simultaneamente el ARNm de la proteina celular RNasa P,
lo cual permite controlar que la extraccion de ARN celular a partir de la muestra bioldgica ha sido

exitosa y que la reaccién de RT-qPCR ha sido realizada de manera correcta (D"Cruz et al., 2020).

Sin embargo, la prueba de RT-gPCR tiene algunas desventajas, tales como el costo, la
necesidad de contar con personal muy capacitado y experto en biologia molecular y en medidas de
bioseguridad, y el requisito de laboratorios centralizados con equipos y personal especifico (D"Cruz et
al., 2020; Meza Calvache et al., 2020).

La prueba de RT-qPCR puede dar resultados falsos negativos debido a varios factores, tales
como una inadecuada toma de muestra, ya sea deficiente o fallida (por ejemplo, presencia en la
muestra de ARN de inhibidores de la ADN polimerasa utilizada para PCR); una recoleccion tardia de
la muestra o en etapas muy tempranas de la infeccién cuando los niveles de material genético viral se
hallan por debajo del limite de deteccion del ensayo; la técnica de muestreo empleada; una
inadecuada condiciéon de transporte y/o almacenamiento de la muestra; y mutaciones en las

secuencias del genoma viral que son blanco para la amplificacién por PCR (Bachelet, 2020).
3.1.2. Retrotranscripcion acoplada a amplificacion isotérmica mediada por bucle

Otro ensayo que permite detectar el ARN gendémico viral es el de retrotranscripcién acoplada
a amplificacion isotérmica mediada por bucle (RT-LAMP; reverse transcriptase loop-mediated
isothermal amplification) (Kashir & Yaqinuddin, 2020). Para ello, la metodologia LAMP utiliza cuatro o
seis oligonucle6tidos cebadores que se unen a seis regiones del ADN blanco, confiriéndole asi una
elevada especificidad a este ensayo molecular (Notomi et al., 2015). Se emplea una ADN polimerasa
con actividad de desplazamiento de cadena para iniciar la sintesis, mientras que dos cebadores
forman estructuras de bucle para facilitar y acelerar las rondas posteriores de amplificacion (Notomi et
al., 2015). Por otra parte, los métodos de deteccién son sencillos (visualizacion de cambio
colorimétrico, turbidez, o fluorescencia), lo cual simplifica la metodologia al no requerir de un equipo

de deteccién costoso (Safiabadi Tali et al., 2021).

La prueba de RT-LAMP tiene la ventaja de ser significativamente rapida, lo que permite
obtener resultados en menos de dos horas (con similar sensibilidad que las técnicas actuales de RT-
gPCR) (Dao Thi et al., 2020; Kashir & Yaginuddin, 2020). Otra de las cualidades que presenta este
método de diagnéstico es que es un método de amplificacién isotérmica de acidos nucleicos; por lo
tanto, no requiere instrumentacién sofisticada y costosa y ayuda a reducir los costos de deteccion de
SARS-CoV-2 (Dao Thi et al., 2020; Kashir & Yaqinuddin, 2020).

Para la deteccion del ARN viral de SARS-CoV-2 mediante RT-LAMP se emplean seis
oligonucledtidos cebadores dirigidos a secuencias del orflab, gen Sy del gen N (Dao Thi et al., 2020;
Huang et al., 2020). Esta técnica presenta un alto grado de especificidad y de sensibilidad lo cual
permite, al igual que la técnica RT-qPCR, diagnosticar infecciones activas por SARS-CoV-2 (Dao Thi
et al., 2020; Jiang et al., 2020) (Figura 3). Sin embargo, la sensibilidad del ensayo RT-LAMP es


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kashir%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32361529
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Dao+Thi+VL&cauthor_id=32719001
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kashir%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32361529
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Dao+Thi+VL&cauthor_id=32719001
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Dao+Thi+VL&cauthor_id=32719001
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Huang+WE&cauthor_id=32333644
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insuficiente para detectar una infeccion por SARS-CoV-2 en los casos en que la carga viral sea baja
(al inicio de la enfermedad o durante las etapas posteriores de la enfermedad), (Dao Thi et al., 2020).
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Figura 3 | Perfil del curso temporal de las concentraciones aproximadas de ARN viral, antigeno
viral y anticuerpos IgM e IgG después de la aparicién de los sintomas en un paciente
hipotético infectado con SARS-CoV-2. Las pruebas de diagnostico incluyen RT-gPCR y la
deteccion de antigenos virales, lo cual permite diagnosticar una infeccién activa. Las pruebas
serolégicas son efectivas para la deteccién de los isotipos IgM e 1gG anti-SARS-CoV-2, después de
aproximadamente 5 dias del inicio de los sintomas.

Adaptado de Ravi et al. (2020).

3.1.3. Secuenciacion de genomas virales de SARS-CoV-2

En la situacion de la pandemia de COVID-19, los datos obtenidos a partir de la secuenciacion
de genomas virales circulantes de SARS-CoV-2 es aprovechada para investigar la evolucion de la
propagacién espaciotemporal viral, determinar el surgimiento de nuevas variantes virales y medir el
nivel de su persistencia temporal, asi como también evaluar hipétesis sobre vias de transmision
(Chiara et al., 2021; Oude Munnink et al., 2021).

Por otra parte, la informacién sobre las secuencias gendmicas puede ser utilizada para
establecer cudles son las pruebas de diagnéstico mas apropiadas, y decidir cuales son los
compuestos y formulaciones vacunales con mayor potencial de ser efectivos como estrategias
antivirales. En este sentido, el analisis de los genomas circulantes de SARS-CoV-2 puede
complementar y servir de apoyo para las estrategias dirigidas a reducir la carga de la enfermedad
COVID-19 (Safiabadi Tali et al., 2021).
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3.2. Pruebas diagndsticas inmunoldgicas rapidas basadas en la deteccion de antigenos

virales

Los tests diagnosticos rapidos de antigeno (Ag-RDTs; antigen-detecting rapid diagnostic
tests) permiten detectar directamente proteinas virales en especimenes de tracto respiratorio
aplicando un inmunoensayo de flujo lateral (LFIA; lateral flow immunoassay). Para el caso de COVID-
19, los Ag-RDTs se basan en la deteccion de la proteina N de SARS-CoV-2, ya que es la proteina
viral mas abundante (https://apps.who.int/iris’Thandle/10665/334253).

Béasicamente, la linea de prueba de la membrana de nitrocelulosa de los kits de Ag-RDTs
para SARS-CoV-2 contiene el anticuerpo especifico para capturar el complejo entre el antigeno viral
N y el anticuerpo monoclonal (MAb) conjugado, mientras que en la linea control esta fijo el anticuerpo
para el MAb anti-N conjugado (Safiabadi Tali et al., 2021) (Figura 4). A pesar de que la sensibilidad
de los Ag-RDTs para SARS-CoV-2 es muy variable en comparacion con la de RT-gPCR, su
especificidad es elevada (>97%) (Safiabadi Tali et al., 2021). En este sentido, la utilizacion de Ag-
RDTs es adecuada para los casos en que los pacientes tienen carga viral elevada (>10° copias de
genoma viral/ml), lo cual corresponde generalmente a las fases presintomatica (1-3 dias previos al
inicio de los sintomas) y sintomatica temprana de la enfermedad (dentro de los primeros 5-7 dias de
la enfermedad) (Dinnes et al., 2020) (Figura 3). La OMS recomienda el uso de Ag-RDTs para
COVID-19 en las siguientes situaciones (https://apps.who.int/iris/handle/10665/334253): (i) para
responder a presuntos brotes de COVID-19 en lugares remotos, centros y comunidades
semicerradas en los que no se tenga acceso inmediato a las pruebas moleculares de RT-qPCR; vy (ii)
para apoyar las investigaciones de los brotes (por ejemplo, en grupos cerrados o semicerrados, como
escuelas, residencias de ancianos, cruceros, carceles, lugares de trabajo, residencias universitarias,
etc.).

Cabe mencionar que resultados positivos en los Ag-RDTs de muchos de los casos
sospechosos son indicativos de un brote de COVID-19, lo cual permitiria aplicar precozmente
medidas de control de la infeccién. Por otra parte, la OMS recomienda que, siempre que sea posible,
las muestras que den positivo en los Ag-RDTs sean trasladadas a laboratorios con capacidad para

realizar pruebas moleculares de RT-gPCR para confirmar los resultados.

3.3. Pruebas inmunoldgicas basadas en la deteccién de anticuerpos contra SARS-CoV-2

Estas pruebas son utilizadas para detectar las inmunoglobulinas totales especificas contra
SARS-CoV-2 (IgG, IgM, y/o IgA) producidas como componentes de la respuesta inmune frente a la
infeccién viral (D'Cruz et al, 2020; Ravi et al, 2020) (Figura 3). En lo que respecta a COVID-19,
varios estudios han analizado la cinética de la respuesta inmune humoral por infecciébn con SARS-
CoV-2, durante la cual se generan IgA, IgM e IgG dirigidas a las proteinas Ny S, asi como al RBD de
la subunidad S1 (Blackberg et al., 2021; Long et al., 2020; Wagner et al., 2021). La IgA secretoria es
un anticuerpo importante de las mucosas, siendo capaz de neutralizar a SARS-CoV-2 al inhibir la
unién del virus a las células epiteliales del tracto respiratorio o aparato digestivo (Blackberg et al.,

2021). Alrededor de los 17-19 dias posteriores al inicio de los sintomas, el 100% de los individuos
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infectados tiene 1gG especificas de SARS-CoV-2, siendo la mediana de tiempo para seroconversion
tanto para IgM como para IgG de 13 dias posteriores al inicio de los sintomas (Long et al., 2020)
(Figura 5).
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Figura 4 | Esquema de LFIA para el antigeno N de SARS-CoV-2. En este ensayo inmunoldgico
cualitativo, si la muestra biologica contiene el antigeno N de SARS-CoV-2, éste forma un complejo
con el MAb anti-N conjugado a nanoparticulas de oro coloidal (MAb-AuNP anti-N), y todo el complejo
migra por accién capilar hasta ser capturado por un MAb dirigido a otro epitope de la proteina N de
SARS-CoV-2 inmovilizado en la linea de prueba de la membrana de nitrocelulosa. Como los
complejos antigeno-anticuerpo quedan atrapados en esta zona de la membrana, forman una linea
gue puede visualizarse a simple vista. Ademas, el exceso de los MAb-AuNP, ya sea conjugados con
antigeno viral o no, continlan migrando hasta que son capturados en la linea control por un
anticuerpo especifico de isotipo dirigido a la region Fc del MAb-AuNP-anti-N. Esto asegura la validez

de la prueba.

Es importante destacar que se ha demostrado que los anticuerpos dirigidos al RBD de S1
correlacionan, al menos durante seis meses posinfeccién, con los anticuerpos neutralizantes (Wagner
et al., 2021). En este sentido, resulta esencial determinar los niveles y la duracién de los anticuerpos

neutralizantes ya que permite no solo evaluar la inmunidad inducida por infeccién natural, sino
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también documentar la respuesta inmune frente a las diferentes formulaciones vacunales autorizadas
hasta el momento para COVID-19.

El perfil de la respuesta inmune frente a la infeccion por SARS-CoV-2 (Figuras 3 y 5) indica
gue la serologia no es (til como ensayo diagndstico en la fase aguda de la enfermedad. Por otra
parte, un resultado positivo en una prueba seroldgica no excluye la posibilidad de excrecion viral
(Safiabadi Tali et al., 2021).

Hasta el presente, las aplicaciones de la serologia para COVID-19 tienen un rol
complementario a las pruebas moleculares para detectar SARS-CoV-2 en pacientes sospechados de
estar enfermos de COVID-19, porque presentan sintomas persistentes o progresivos, pero que han

tenido resultados negativos o indeterminados por RT-gqPCR repetidamente.
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Figura 5| Perfil de respuesta de anticuerpos contra SARS-CoV-2. Gréfico del indice positivo de
anticuerpos IgG e IgM especificos de SARS-CoV-2 en funcién de los dias transcurridos desde la
aparicion de los sintomas. Los datos corresponden al analisis mediante un inmunoensayo de
quimioluminiscencia de 363 muestras de suero provenientes de 262 pacientes.

Adaptado de Long et al. (2020).
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3.3.1. Ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzimas

El ensayo de inmunoadsorcién ligado a enzimas (ELISA; enzyme-linked immunosorbent
assay) permite detectar, a partir de muestras de suero o plasma, anticuerpos dirigidos a las proteinas
N, 0 S, o al RBD de la subunidad S1 de SARS-CoV-2. En el caso de que la muestra bioldgica
contenga anticuerpos especificos de SARS-CoV-2, éstos se uniran a los antigenos inmovilizados en
los pocillos de la placa ELISA. Luego de las etapas de lavado, se agrega la solucidn con el anticuerpo
secundario que es especifico del isotipo a detectar (esto es, anti-IgG, anti-IgM, o anti-IgA humana).
Este anticuerpo secundario (0 conjugado) estd unido a un fluoréforo (deteccion de sefial
fluorescente), o estd conjugado a una enzima que genera una sefial colorimétrica o

guimioluminiscente al agregar el sustrato correspondiente.

Esta prueba constituye una herramienta complementaria en el diagnéstico de la enfermedad,
debido a su buena sensibilidad para la deteccién de IgA y su excelente sensibilidad para la deteccion
de anticuerpos IgG de muestras recolectadas =4 dias después del diagndstico de COVID-19 por RT-
gPCR (Beauvis et al., 2020) (Figura 3).

Un aspecto critico en la puesta a punto de estos ensayos serologicos para COVID-19 es que
no haya reactividad cruzada; en particular, esto requiere verificar que las proteinas recombinantes
utiizadas como moléculas de captura en el ELISA no unan anticuerpos dirigidos a los otros

coronavirus que comunmente infectan a humanos (Beavis et al., 2020).
3.3.2. Inmunoensayos quimioluminiscentes

Los inmunoensayos de quimioluminiscencia (CLIA; chemiluminescence immunoassay) y de
electroquimioluminiscencia (ECLIA; electrochemiluminescence immunoassay) se utilizan bajo
plataformas automatizadas y se caracterizan por su elevada sensibilidad en comparacion con la de
otras pruebas seroldgicas (Dove, 2021; Ravi et al., 2020; Safiabadi Tali et al., 2021). En particular, el
desarrollo reciente de inmunoensayos automatizados de alto rendimiento basados en
electroquimioluminiscencia, como es el caso del sistema Elecsys-S de Roche Diagnostics, que
determinan de manera cuantitativa anticuerpos dirigidos al RBD de la subunidad S1 de SARS-CoV-2,
podrian ofrecer la alternativa de determinar el nivel de anticuerpos neutralizantes sin tener que
recurrir a los ensayos de neutralizacién viral para los cuales se requiere trabajar bajo condiciones de
bioseguridad (Dove, 2021; Resman Rus et al., 2021) (Figura 6).

3.3.3. Inmunoensayos de flujo lateral para la deteccion de anticuerpos dirigidos a
proteinas de SARS-CoV-2

Como ya se explicé en el punto 3.2. de la Introduccion, las pruebas de LFIAs representan un
elemento béasico en el campo del diagndstico rapido para los servicios de emergencia donde se
requiere una respuesta inmediata (Ching, 2015; Safiabadi Tali et al., 2021). En efecto, los LFIAs
pueden ser utilizados como RDTs o pruebas de laboratorio en el lugar de atencién al paciente

(POCT; point-of-care testing). Por otra parte, ademdas de obtener los resultados a los pocos minutos
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de la aplicacion de la muestra, los ensayos rapidos LFIAs ofrecen las ventajas de ser de bajo costo y
de no requerir ni del entrenamiento del personal de salud ni de equipo especializado (Ching; 2015).

La especificidad y sensibilidad de los diferentes LFIAs se basan en el empleo de MAbs con
elevada afinidad y especificidad por el analito de interés (Ching, 2015). Para COVID-19, los antigenos
virales que sirven para captura de los anticuerpos a detectar en los kits de LFIA son las proteinas N,
S (RBD de S1) o ambas (Lisboa Bastos et al., 2020). La sensibilidad de esta prueba es mayor al
menos tres semanas después de la aparicion de los sintomas en comparacion con la primera semana
(Lisboa Bastos et al.; 2020). Cabe enfatizar que los LFIAs sélo indican la presencia de 1gG/IgM anti-
SARS-CoV-2 en la muestra, pero que no deben usarse como el Unico criterio para el diagndstico de
COVID-19. Si los sintomas persisten a pesar de que el resultado de la prueba rapida es negativo, es

necesario realizar ensayos adicionales como RT-PCR o ELISA (Lisboa Bastos et al., 2020).
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Figura 6 | Esquema de un ensayo para deteccién de anticuerpos anti-S de SARS-CoV-2 basado
en electroquimioluminiscencia. La muestra bioldgica se incuba con una solucién conteniendo una
mezcla de antigenos RBD biotinilado y rutenilados. Los complejos inmunes tipo sandwich de doble
antigeno se forman en presencia de los anticuerpos correspondientes. Después de la adicion de
microparticulas magnéticas recubiertas con estreptavidina, los complejos inmunes se unen a la fase
sélida mediante la interaccién de la biotina con la estreptavidina. La solucion resultante se transfiere a
la celda de medicion, donde las microparticulas son capturadas magnéticamente sobre la superficie
de un electrodo. Por Ultimo, se aplica voltaje para inducir la electroquimioluminiscencia, la cual se
mide con un fotomultiplicador. La sefial es proporcional al nivel de anticuerpos presentes en la

muestra.
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OBJETIVOS



El desarrollo de pruebas de diagnostico para un nuevo patégeno como es el caso de SARS-
CoV-2, se bas6 principalmente en los siguientes aspectos: ser capaces de poder medir cargas virales
bajas para la deteccion temprana de la infeccion; utilizar metodologias que sean especificas para las
cepas virales; y utilizar plataformas que permitan que los resultados del ensayo se obtengan de

manera rapida.

Desde el comienzo de la pandemia de COVID-19, el desarrollo de las pruebas diagndsticas
para SARS-CoV-2 fue evolucionando. Es por ello que es importante tener una comprension clara de

la naturaleza de estas pruebas y una interpretacion de los hallazgos hasta el momento.

Teniendo en cuenta estos conceptos, nos propusimos realizar un trabajo en el cual se
analizaran y discutieran las caracteristicas y propiedades de los diferentes tipos de tests y estrategias

diagnésticas para COVID-19 disponibles en el mercado.

Como objetivo general de la investigacion, se planteé evaluar el rendimiento de las pruebas
existentes para SARS-CoV-2 y calificar cual es la mejor opcion diagndstica en personas sintomaticas
y asintomaticas, en base al andlisis de los estudios publicados entre julio de 2020 y diciembre de
2021.

Los objetivos especificos planteados fueron:

1. Evaluar y comparar los pardmetros bioldgicos que se utilizan en cada test para diagnosticar la
infeccion por SARS-CoV-2.

2. Analizar y comparar la sensibilidad de las pruebas diagnésticas existentes para COVID-19 en

personas sintomaticas y asintomaticas.

3. Evaluar si la realizacion de varias pruebas simultdneas puede superar la sensibilidad limitada de

una prueba individual.

4. Analizar la variabilidad de los resultados obtenidos en las pruebas diagnésticas de acuerdo con el

momento de la recoleccion de la muestra.

5. Evaluar el valor predictivo positivo y el valor predictivo negativo de las pruebas.
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METODOS



1. Disefio

El enfoque metodolégico de esta investigacion surgié de observar que la pandemia de
COVID-19 demando el desarrollo de pruebas diagnésticas para SARS-CoV-2 que pudieran ser
implementadas inmediatamente. Por lo tanto, resulta importante tener una comprension clara de la

naturaleza de estas pruebas y como se evalla e interpreta el desempefio de las mismas.

Teniendo en cuenta estos conceptos, se realizd una revision sistematica de las publicaciones
cientificas sobre diagnéstico de COVID-19, analizando las caracteristicas y propiedades de los
diferentes tipos de tests y estrategias diagnoésticas para detectar SARS-CoV-2 o los anticuerpos
dirigidos a proteinas virales. Cabe destacar que, para obtener un mayor niimero de resultados, todas
las busquedas se hicieron en inglés.

2. Busquedas bibliogréaficas y fuentes de consulta para la

investigacion

Para realizar una busqueda bibliografica oOptima, los datos e informacion sobre las
metodologias y fundamentos de los ensayos para el diagndstico de COVID-19 se recolectaron en una
primera etapa en las bases de datos MEDLINE PubMed y Cochrane Library utilizando los términos y
palabras claves SARS-CoV-2; COVID-19; antigen detection assay; SARS-CoV-2 detection; SARS-
CoV-2 infection; RT-gPCR; ELISA, tests for SARS-CoV-2 detection.

Por otra parte, PubMed organizé la seccion especial PubMed Clinical Queries para COVID-
19/SARS-CoV-2. A modo informativo, la busqueda de “COVID-19: Diagnosis” realizada el 6 de mayo
de 2022 en esta seccién de PubMed dio 59.640 resultados.

En las etapas posteriores, se analizaron las referencias bibliograficas de los articulos
seleccionados de las busquedas en MEDLINE PubMed y Cochrane Library con el fin de obtener otros

estudios que pudieran ser incluidos para este Trabajo de Tesina.

Para profundizar la revisién bibliografica fue de gran utilidad la informacién actualizada
diariamente provista por la OMS; el Ministerio de Salud de la Nacion; la Administracién Nacional de
Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT) y la Administracion de Alimentos y
Medicamentos de EE. UU. (U.S. Food and Drug Administration; FDA).

3. Seleccidn de los trabajos cientificos

Se incluyeron estudios de cualquier disefio que evaluaran el desempefio de pruebas de
diagnéstico para COVID-19, discriminando primero en base al resumen (abstract) de cada articulo, y
evaluando luego si el enfoque experimental y los resultados presentados en cada estudio eran

relevantes y apropiados para este Trabajo de Tesina.
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4. Criterios aplicados para la recoleccién de datos

4.1. Disefio de los ensayos

Para esta investigacion, se seleccionaron trabajos cientificos que evaluaran las diferentes
pruebas de diagndstico para COVID-19 y que incluyeran estudios de cohortes, casos y controles, y

transversales.
4.2. Valoracion de sesgos en los estudios

No se tuvo en cuenta durante la blsqueda de los articulos cientificos que los resultados

publicados fueran positivos o negativos de manera de evitar “sesgos de publicacién”.
5. Parametros y variables evaluados en los estudios seleccionados

El desarrollo de pruebas diagnosticas para un nuevo patégeno, como es el caso de SARS-
CoV-2, enfrent6 varios desafios: (i) tener la capacidad de poder medir cargas virales bajas para la
deteccion temprana de la infeccién; (i) garantizar la ausencia de reactividad cruzada con otras cepas
virales o con otros virus respiratorios; (iii) utilizar plataformas de diagnéstico que sean sencillas,

rapidas y rentables.

En base a lo expuesto, se analizaron los siguientes pardmetros y variables en los estudios

incluidos en este Trabajo de Tesina:

- parametros biolégicos, tipo de reacciones quimicas y plataformas de deteccién utilizados en cada

prueba para diagnosticar la infeccion por SARS-CoV-2;

- la variabilidad de los resultados obtenidos en las pruebas diagnésticas de acuerdo con el momento
de la recoleccién de la muestra;

- el valor predictivo positivo y el valor predictivo negativo de las pruebas;

- diferencias, ventajas y desventajas entre los diferentes tests de deteccién de SARS-CoV-2
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RESULTADOS



1. Andlisis de pruebas diagndsticas para SARS-CoV-2 basadas en
RT-gPCR

1.1. Evaluacion de la sensibilidad analitica y el desempenio clinico de los kits de deteccién
molecular de SARS-CoV-2 utilizados en Argentina

Las pruebas de laboratorio para confirmacion de COVID-19 recomendadas por la OMS
consisten en la deteccién del ARN gendmico de SARS-CoV-2 mediante estrategias moleculares de
amplificacibn de secuencias nucleotidicas, tal como la reaccion de RT-gPCR
(https://apps.who.int/iris/handle/10665/331501). El diagnéstico éptimo requiere la deteccion de al
menos dos genes independientes del genoma de SARS-CoV-2. Sin embargo, en areas con
transmision generalizada es aceptable el diagnéstico molecular que tenga como blanco detectar un
Unico gen viral (https://apps.who.int/iris/handle/10665/331501).

El Servicio de Virosis Respiratorias del Departamento de Virologia del Instituto Nacional de
Enfermedades Infecciosas (INEI) ANLIS-Dr. Carlos G. Malbran de la Argentina adopté rapidamente la
técnica de referencia desarrollada por el Instituto de Virologia Charité (Alemania) y recomendada por
la OMS, que detecta los genes E y RdRp de SARS-CoV-2 y es el que permiti6 diagnosticar los
primeros casos de COVID-19 (Corman et al., 2020). Sin embargo, frente a la situacién generada por
la pandemia de contar de manera urgente con ensayos de diagnostico especificos y sensibles para
SARS-CoV-2, se introdujeron en el mercado numerosos kits comerciales que eran hasta ese
momento desconocidos en el mercado local. Por otra parte, cabe destacar que el gobierno argentino
impulsé el desarrollo de nuevas pruebas de diagnéstico para COVID-19 por parte del sistema

cientifico publico y privado.

Es por ello que seleccionamos el trabajo de Fellner et al. (2021) en el cual participaron
investigadores de diferentes servicios del Instituto de Virologia y de la Unidad de Evaluacién de
Métodos de Diagnoéstico y Estadistica Aplicada del Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas-
ANLIS-Malbran. En efecto, en este estudio se evaluaron el desempefio analitico y clinico de doce
ensayos moleculares (nueve pruebas de RT-qPCR y tres de RT-LAMP) para la deteccién SARS-CoV-
2 utilizados en Argentina, comparandolos con la prueba de RT-gPCR recomendada por la OMS
considerada como método estandar de referencia. Asimismo, los investigadores se propusieron,
como objetivo secundario, evaluar la concordancia entre los diferentes ensayos moleculares

analizados con la prueba recomendada por la OMS.

Como primer paso para este estudio se prepard, a partir de ARN gendmico de SARS-CoV-2
extraido de células Vero infectadas con un aislamiento viral, un estdndar secundario de ARN al que
denominaron “SARS-CoV-2 Secondary Standard, RNA 002/20 batch, E, RdRp and N genes” (SARS-
CoV-2 SStd), con el cual se generaron las curvas de calibracion necesarias para estimar para cada
kit comercial evaluado el limite de deteccién 95% (LoDss%) de los genes virales E, RdRp, y N. Por otra
parte, se prepararon 32 grupos de muestras artificiales que fueran positivas para SARS-CoV-2

agregando diferentes cantidades de SARS-CoV-2 SStd a mezclas de ARN extraidos de muestras
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clinicas clasificadas como negativas para SARS-CoV-2 al ser analizadas mediante la prueba de RT-
gPCR recomendada por la OMS. Estas muestras artificiales incluyeron concentraciones de 10° a 5
copias/pl de ARN gendmico viral. Asimismo, se generaron 30 grupos de muestras artificiales que
fueran negativas para SARS-CoV-2 agregando ARNs extraidos de muestras clinicas previamente
clasificadas como negativas para SARS-CoV-2 utilizando el ensayo de RT-qgPCR recomendado por la
OMS.

Los kits cuyos desempefios fueron evaluados en el trabajo de Fellner et al. (2021) fueron:

Kits gue aplican RT-gPCR para la deteccién del genoma de SARS-CoV-2:

(a) RealStarSARS-CoV-2 RT-PCR Kit 1.0 (Altona Diagnostics GmbH, Hamburgo, Alemania):
consiste en una reaccion tipo PCR multiplex para detectar los genes Ey S.

(b) Detection kit for 2019 Novel coronavirus (2019-nCoV) RNA (Da An Gene Ltd, Guangzhou, China):
detecta a través de una reaccion PCR multiplex.

(c) AccuPower SARS-CoV-2 Realtime RT PCR kit (Bioneer Corporation, Daejeon, Corea): consiste
en dos reacciones tipo PCR multiplex para detectar de manera independiente los genes E y
RdRp incluyendo sendos controles internos.

(d) VIASURE SARS CoV-2 Real time PCR Detection kit (CerTest Biotec SL, Zaragoza, Espafia): se
basa en PCR multiplex para el gen N y el ORF1ab.

(e) GeneFinder COVID-19 Plus RealAmp kit (Osang Healthcare Co., Ltd., Gyeonggi-do, Corea): se
basa en la deteccién simultanea de los genes virales E, N y RdARp mediante PCR multiplex.

(f) Bosphore Novel Coronavirus (2019-nCoV) detection kit v2 (Anatolia Geneworks, Turguia): los
genes virales E y ORF1l1ab son los blancos a ser detectados en el ensayo de PCR multiplex.

() ARGENE SARS-COV-2 R-GENE (Biomerieux, Marcy Letoile, Francia): involucra dos ensayos de
PCR multiplex en los que se detectan simultdneamente en una reaccion los genes N y RdRp, y
en otra reaccion, el gen viral E junto con un control de un gen celular

(h) CoronARDx SARS-CoV-2 RT-PCR (Argenomics ZevBiotech, Buenos Aires, Argentina): se basa
en tres ensayos de PCR para detectar de manera separada los genes virales E y RdRp, y un
ARN control.

(i) WGene SARS-CoV-2 RT (Wiener lab, Rosario, Argentina): consiste en una Unica reaccién PCR

multiplex para detectar los genes N y RdRp.

Kits que aplican RT-LAMP para la deteccién del genoma de SARS-CoV-2:

(&) IAMP COVID-19 Detection Kit (ATILA Biosystems, China): utiliza amplificacion isotérmica en
tiempo real para detectar por fluorescencia en una Unica reaccion los genes Ny ORF1lab.

(b) Covid-19 NEOKIT Tecnoami (NEOKIT SAS, Argentina): se basa en la amplificacion isotérmica
con deteccion colorimétrica de las regiones gendmicas E, N, ORF1Aa, y ORFlab de SARS-CoV-
2.

(c) ELA CHEMSTRIP COVID-19 (Chemtest Argentina SA, Buenos Aires, Argentina): amplifica
especificamente una region del gen viral E. Como control del procedimiento de purificacion del
ARN a partir de la muestra bioldgica, se incluye otra reaccion de amplificacion isotérmica del gen

para la RNasaP de humanos. Este kit, a diferencia de los deméas ensayos de RT-LAMP, presenta

19



una tecnologia exclusiva basada en la deteccién inmunocromatogréafica de los productos de la
reaccion (CHEMSTRIP®).

Los datos obtenidos mostraron que los kits comerciales de Altona y Da An Gene exhiben el
LoD mas bajo para los genes E (LoD 1,1-6,0 copias por reaccion) y RdRp (LoD 2,0-12,0 copias por
reaccion), resultando, por lo tanto, similares al método recomendado por la OMS (LoD para gen E:
1,3-7,0 copias por reaccioén; LoD para gen RdRp: 1,1-3,0 copias por reaccion). Los ensayos de Da An
Gene (LoD 2,0-14,0 copias por reaccion), VIASURE CerTest (LoD 4,0-22,0 copias por reaccion) y
GeneFinder (LoD 7,0-42,0 copias por reaccion) mostraron el LoD mas bajo para el gen N, equivalente
al de la prueba diagnostica de referencia (LoD para gen N: 10,0-22,0 copias por reaccion). En el caso
de los ensayos RT-LAMP, se observaron diferencias importantes en los LoD que son inherentes a la
variabilidad de la metodologia LAMP y son independientes de los genes virales que son blanco de la

amplificacion.

Por otra parte, el desempefio clinico de los ensayos moleculares de RT-gPCR mostré una
especificidad del 100% para casi todos los ensayos y alta sensibilidad, si bien se observaron
variaciones dependientes del gen viral detectado. En este sentido, la mayor sensibilidad clinica se
alcanzé con los genes E y N utilizando los kits VIASURE CerTest (gen N: 100%), GeneFinder (gen E:
96,8%; gen N: 100%), ARGENE (gen N: 100%) y CoronAR (gen E: 93,6%, mientras que el gen RdRp
en casi todos los kits 0 el gen S, en el caso particular del kit Altona, contribuyeron a aumentar la
especificidad clinica. En cambio, los ensayos RT-LAMP evaluados exhibieron un desempefio
diagnostico variable: los kits iIAMP COVID-19 y NEOKIT tuvieron una alta especificidad clinica (100
%), mientras que el kit CHEMSTRIP mostrd una alta sensibilidad clinica (100 %).

Este trabajo también destaca la importancia de incluir un control interno en las pruebas
moleculares, ya que permite detectar la presencia de inhibidores de reaccién y analizar la calidad y
cantidad de la muestra clinica. En efecto, todas las metodologias de RT-gPCR evaluadas incluyen un
control interno (endégeno o exdgeno), ya sea bajo el formato de reaccion multiplex (Altona, Da An
Gene, GeneFinder, VIASURE CerTest, Anatolia, ARGENE y Wiener lab) o como reaccion individual
(CoronAr). Si bien en los ensayos LAMP con deteccién colorimétrica no es posible realizar una
reaccion multiplex y se debe realizar otra reaccién en paralelo, como es el caso del kit ELA-
CHEMSTRIP, los datos de Fellner et al. (2021) mostraron que la reaccién del control interno de este
kit fall6 en el 30% de las muestras analizadas. En el caso del ensayo Covid-19 NEOKIT Tecnoami,

éste carece de un control interno.

Finalmente, se debe tener en cuenta que la mayoria de los ensayos moleculares aplicados al
diagnéstico de COVID-19 fueron desarrollados utilizando como referencia la secuencia gendémica de
la cepa Wuhan-1 (GenBank: NC_045512.2), la cual era la Unica cepa identificada cuando Fellner y
colaboradores realizaron este estudio. Sin embargo, actualmente resulta imprescindible evaluar cémo
las mutaciones presentes en las nuevas variantes circulantes de SARS-CoV-2 afectan el grado de
unién de los oligonucleétidos cebadores y sondas utilizados para la deteccidén del genoma viral, ya

gue esto tiene un impacto directo sobre el desempefio de los ensayos de diagnostico molecular.
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1.2. Analisis del impacto de la diversidad genética de las variantes de SARS-CoV-2

circulantes en América del Sur sobre el desempefio de los ensayos moleculares

Como se explicé anteriormente, la sensibilidad y especificidad de los ensayos de diagndstico
molecular dependen de las regiones del genoma viral seleccionadas como blanco para las
reacciones, asi como de las combinaciones de cebadores y sondas empleadas. En este sentido, la
secuenciacion de los genomas de los virus circulantes ha permitido optimizar las condiciones para las

reacciones de RT-PCR.

En marzo de 2022, ya se hallaban disponibles en GenBank mas de 4 millones de secuencias
gendémicas de SARS-CoV-2. De hecho, en los primeros seis meses de la pandemia de COVID-19 ya
se contaba con mas de 300 secuencias de genomas virales completos provenientes de Brasil, Chile,
Ecuador, Colombia, Uruguay, Perd, y Argentina (Ramirez et al., 2020). Sin embargo, hasta esa fecha
no habia estudios que abordaran cémo la diversidad genémica de SARS-CoV-2 afecta el diagnéstico
molecular para COVID-19. Es por ello que uno de los trabajos seleccionados para esta Tesina fue el
estudio in silico de Ramirez et al. (2020) en el cual se analizé cémo la diversidad gendémica de los

aislamientos sudamericanos de SARS-CoV-2 afecta el rendimiento de las pruebas de RT-gPCR.

Como se mencioné anteriormente, la deteccion molecular de SARS-CoV-2 se basa
principalmente en tres regiones del genoma viral que exhiben secuencias altamente conservadas: (1)
el gen RdRp del ORF1l1ab, (2) el gen E, y (3) el gen N. Mientras los genes RdRP y E de SARS-CoV-2
muestran una sensibilidad analitica para deteccion elevada (limite de deteccion de 3,6 y 3,9 copias
por reaccion utilizando ARN transcripto in vitro como molde), el gen N muestra una sensibilidad

analitica mucho menor (8,3 copias por reaccién) (Corman et al., 2020; Udugama et al., 2020).

Los objetivos del estudio de Ramirez et al. (2020) fueron comparar la capacidad de todos los
conjuntos de cebadores-sondas disponibles para detectar variantes de SARS-CoV-2 basandose en
las secuencias disponibles de virus circulantes en Sudamérica, y evaluar si esos datos podrian ser
utilizados para predecir el desempefio de los ensayos de RT-gPCR. Para ello, el grupo de
investigadores realizé primeramente una revision de los diferentes esquemas aplicados para detectar
SARS-CoV-2 mediante RT-qPCR, focalizandose en los conjuntos de cebadores y de sondas cuyos
blancos son los genes E, N y RdRp. Este analisis identific6 16 conjuntos de oligonucleétidos
(cebadores+sondas). Asimismo, se obtuvieron las secuencias genémicas de las variantes de SARS-
CoV-2 circulantes en paises de América del Sur disponibles en la base de datos EpiCoVTM de
GISAID (Global Initiative on Sharing All Influenza Data; https://www.gisaid.org/) hasta el 15 de junio
de 2020. Cabe destacar que EpiCoVTM es el repositorio de datos gendmicos mas completo sobre los
coronavirus que han causado la pandemia de COVID-19. Esta blsqueda en GISAID, luego de aplicar
el algoritmo para eliminar secuencias redundantes, arroj6 un total de 373 secuencias gendmicas
diferentes de los siguientes siete paises de América del Sur: Argentina (n = 29), Brasil (n = 95),
Colombia (n = 88), Ecuador (n = 4), Pert (n = 2), y Uruguay (n = 11).

El analisis de los datos obtenidos en este estudio mostré que los genes RdRp y N se agrupan

en tres haplotipos principales, exhiben una diversidad significativa, la cual es una caracteristica

21


https://www.gisaid.org/

compartida con otros miembros de la familia Coronaviridae (Figura 7), y presentan un ndmero
elevado de polimorfismos de nucledtido Unico (SNPs; single nucleotide polymorphisms) en las
regiones seleccionadas para la hibridacion de los diferentes conjuntos de cebadores y sondas
(Figura 7). En cambio, para la mayoria de los genomas de SARS-CoV-2 circulantes en Sudamérica,
el gen E se agrupa dentro de un Gnico haplotipo y no presenta SNPs en las regiones que son blanco

para la hibridacion de los diferentes conjuntos de cebadores y sondas (Figura 7).

En conclusién, los resultados del estudio realizado por Ramirez y colaboradores (Ramirez et
al., 2020) indican que el gen E es el blanco molecular méas conservado y confiable para el diagndstico
molecular de COVID-19 en Sudamérica en el caso de implementar la deteccion del genoma de

SARS-CoV-2 en muestras bioldgicas mediante la amplificacion de un Gnico gen viral.
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Figura 7 | Diversidad nucleotidica de los genomas de SARS-CoV-2 de paises de América del
Sur. Gréfico en el cual se halla representada la diversidad nucleotidica por posicién gendmica de
SARS-CoV-2 determinada a partir del alineamiento de las secuencias de genomas completos
disponibles en la base de datos GISAID hasta el 15 de junio de 2020. La secuencia del genoma
completo de la cepa Wuhan-Hu-1 de SARS-CoV-2 (NCBI: NC_045512.2) se incluyé como secuencia
de referencia para el andlisis de la diversidad nucleotidica.

Adaptado de Ramirez et al. (2020).

1.3. Falsos negativos y su incidencia en los ensayos iniciales de RT-PCR para COVID-19

Un aspecto para tener en cuenta en las pruebas diagnésticas moleculares son los falsos
negativos, los cuales se definen como los casos sospechosos de infeccion por SARS-CoV-2 que dan

inicialmente un resultado negativo de RT-PCR pero son positivos en una prueba posterior.

Los casos falsos negativos tienen un impacto directo sobre las medidas sanitarias en lo que

respecta al aislamiento de los individuos infectados y al riesgo de transmisién de COVID-19. Para
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analizar este aspecto de los ensayos de diagnéstico molecular para COVID-19, seleccionamos el
trabajo de Arévalo-Rodriguez et al. (2020), en el que se evalud con un enfoque riguroso la proporcién
de resultados falsos negativos para SARS-CoV-2 en las pruebas iniciales de RT-PCR mediante una
revision sistematica y metaanalisis de la literatura hasta julio 2020 de acuerdo con la declaracion
PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses) para los estudios de
evaluacion de la precision diagnostica (PRISMA-DTA). Cabe destacar que en este trabajo
participaron dos médicos investigadores de instituciones de la Argentina, el Instituto de Efectividad
Clinica y Sanitaria (IECS-CONICET) y la Fundacién Huésped.

Para este trabajo de revision sistematica las buUsquedas se realizaron en MEDLINE;
EMBASE; LILACS; la base de datos de la OMS de publicaciones sobre COVID-19 (disponible en:
https://www.who.int/emergencies/diseases/novel-coronavirus-2019/global-research-onnovel-
coronavirus-2019-ncov); el mapa sistematico vivo de la evidencia sobre COVID-19 del Centro EPPI
(Evidence for Policy and Practice Information and Co-ordinating Centre); el Proyecto de Acceso
Abierto de Evidencia Viva sobre COVID-19, desarrollado por el Instituto de Medicina Social y
Preventiva (ISPM) de la Universidad de Berna (disponible en: https://ispmbern.github.io/covid-19/); y
el repositorio centralizado LOVE (Living OVerview of Evidence) desarrollado por Epistemonikos
(disponible en: https://app.iloveevidence.com/topics).

Para seleccionar los estudios elegibles, dos de tres revisores examinaron de manera
independiente los resultados de las busquedas basandose en los titulos y los resimenes de los
trabajos. Seguidamente, obtuvieron una copia del texto completo de cada estudio y dos de tres
revisores confirmaron la admisibilidad de los estudios de acuerdo con los criterios de seleccién. Para
la extraccion de datos, un revisor extrajo datos cualitativos y cuantitativos de los estudios elegibles.
Un revisor adicional verificd toda la informacion extraida para verificar su exactitud (verificaciéon no
independiente de la extraccién de datos). Se contactd incluso a los autores de aquellos estudios
seleccionados para que proveyeran informacion faltante que resultaba crucial para la revision

sistematica y el metaanalisis.

Se incluyeron 34 estudios observacionales (que incluian 12.057 pacientes confirmados de
COVID-19), realizados entre el 1 de enero y el 15 de abril de 2020, que usaron inicialmente RT-PCR
para la deteccion del ARN genémico de SARS-CoV-2 en pacientes bajo sospecha de infeccion por
criterios clinicos o epidemiolégicos. La mayoria de estos estudios fueron llevados a cabo en China,
pero diez fueron realizados en otros paises (Espafia; Italia; Paises Bajos; Suiza; Turquia; tres en EE.
UU.; y dos en Singapur). Se extrajeron los datos de todos los estudios incluidos para calcular la
proporcién de resultados falsos negativos, siendo el numerador (casos falsos negativos) el nimero de
casos considerados inicialmente negativos en un ensayo de RT-PCR y el denominador, el nUmero
total de casos de infecciones por SARS-CoV-2 detectados en una reaccion de RT-PCR adicional, ya
sea usando el mismo u otro tipo de ensayo. El riesgo de sesgo se evaludé mediante la herramienta
QUADAS-2 (Quality Assessment of Diagnostic Accuracy Studies) y se calculo la proporcion de falsos
negativos con el IC 95% correspondiente utilizando un modelo de regresion logistica multinivel de

efectos mixtos utilizando el software estadistico para la ciencia de datos Stata 16. La calidad de la
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evidencia sobre los casos de falsos negativos se calificé utilizando el sistema GRADE para pruebas y
estrategias (Schinemann et al., 2020a; 2020b). Se incluyeron todos los tipos de kits de RT-PCR,
independientemente de la marca y fabricante, del método de extraccion de ARN utilizado, del nimero

de ensayos de genes virales diana evaluados y del valor umbral del ciclo para considerar positividad.

La proporcion de resultados falsos negativos fue calculada con el IC del 95%, mediante un
modelo de regresion logistica multinivel de efectos mixtos. La certeza de la evidencia sobre casos
falsos negativos se calificd siguiendo el enfoque GRADE para pruebas y estrategias. Utilizando una
prevalencia del 50%, encontraron que de 1 a 27 casos serian mal diagnosticados y no recibirian, por

lo tanto, un manejo clinico adecuado de la enfermedad COVID-19.

El trabajo de Arévalo-Rodriguez et al. (2020) demuestra que existe una heterogeneidad
importante en los datos que no puede ser totalmente explicada mediante el andlisis estadistico
realizado. En efecto, los estudios incluidos comunicaron parcialmente u omitieron informacion que es
fuente de heterogeneidad, tales como tipo de espécimen bioldgico, el tiempo desde el inicio de los
sintomas (como criterio aproximado de carga viral), y el nombre del kit comercial de RT-PCR
utilizado. Los autores pudieron reducir el nivel de variabilidad solamente al comparar los estudios
llevados a cabo en China con los realizados en otros paises (EE. UU.; Singapur; y Paises Bajos). La
informacion provista por los estudios seleccionados de RT-PCR realizados en China refleja la poca
experiencia en el diagnéstico molecular de SARS-CoV-2 con la que se contaba en el afio 2020 al
comienzo de la pandemia de COVID-19 y los datos reportados provienen de los primeros kits

desarrollados para la deteccion del genoma viral que no se hallaban aun estandardizados.

En resumen, este trabajo de revision sistemética y de metaanalisis enfatiza la necesidad de
realizar pruebas repetidas en pacientes con sospecha de infeccion por SARS-CoV-2, ya sea debido a
razones clinicas o epidemioldgicas, dado que hasta el 54% de los pacientes con COVID-19 pueden

tener un resultado inicial de RT-PCR negativo (certeza de la evidencia: muy baja).

2. Andlisis de pruebas inmunoldgicas desarrolladas para el
diagnodstico de COVID-19

2.1. Precisién diagndstica de las pruebas seroldgicas para la determinacién de la infeccién
por SARS-CoV-2

Los ensayos serolégicos tienen basicamente cuatro aplicaciones: (i) para el diagnéstico de
casos sospechosos de COVID-19 en pacientes que presentan sintomas, pero en los que no se ha
detectado genoma viral en las pruebas moleculares; (i) para evaluar la respuesta inmune en
pacientes con enfermedad severa; (iii) para determinar si un individuo ha generado una respuesta
inmune como consecuencia de la infeccion con SARS-CoV-2 o de la vacunacion; y (iv) para la

vigilancia de seroprevalencia en la poblacién en el marco de la gestion de la salud publica.
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Las diferentes pruebas diagndsticas basadas en la deteccion de anticuerpos dirigidos a un
patégeno varian en lo que respecta a su sensibilidad y especificidad de acuerdo con el isotipo de Ig a
detectar, las caracteristicas de la proteina utilizada como antigeno de captura, y la metodologia

aplicada para la deteccién del complejo antigeno-anticuerpo.

Es por ello por lo que seleccionamos, a partir de las publicaciones sobre COVID-19 de la
Biblioteca Cochrane, el trabajo de Deeks et al. (2020), ya que se trata de un estudio de revisiéon
amplio y abarcativo en el que se analiza la precisién diagnéstica de las pruebas de anticuerpos tanto
para determinar si una persona esta cursando o cursé previamente una infeccién por SARS-CoV-2
como para su aplicacion en la vigilancia epidemioldgica. La blsqueda y elegibilidad de los resultados
de esta revision sistematica y metaanalisis se realizaron de acuerdo con los criterios establecidos por
la declaracion PRISMA para la precision de los ensayos diagnosticos (PRISMA Diagnostic Test
Accuracy; PRISMA-DTA) (Mclnnes et al., 2018; Moher et al., 2009). En efecto, este trabajo se basd
en la busqueda electronica de todos los estudios relacionados a COVID-19, estuvieran publicados o
como preprints de las bases de datos de medRxiv y bioRxiv (articulos alin no evaluados por pares),
realizados desde 2019 hasta el 27 de abril de 2020. Se incluyeron 54 estudios de cohortes con
15.976 muestras, de las cuales 8.526 eran de casos de infeccion por SARS-CoV-2. Estos estudios,
que se realizaron en Asia (n = 38), Europa (n = 15), y en Estados Unidos y China (n = 1),
comprendieron la utilizacién de 25 kits comerciales y numerosos ensayos serolégicos desarrollados
por el propio grupo, y fueron publicados en el Registro de Estudios de COVID-19 de Cochrane
(https://covid-19.cochrane.org) y en la Base de Datos de COVID- 19 del Instituto de Medicina Social y

Preventiva de la Universidad de Berna (https://www.ispm.unibe.ch).

El posible riesgo de sesgo y la aplicabilidad de los estudios fueron evaluados mediante la
herramienta de evaluacion de la calidad de los estudios de precisién diagnéstica 2 (QUADAS-2;
Quality Assessment of Diagnostic Accuracy Studies). Ademas, se presentd la sensibilidad y la
especificidad para cada anticuerpo (o combinacién de anticuerpos) utilizando diagramas de bosque
emparejados. Los datos se agruparon mediante regresion logistica de efectos aleatorios si era
pertinente, estratificando por el tiempo transcurrido desde el inicio de los sintomas de COVID-19. La
incertidumbre en las estimaciones de sensibilidad y especificidad fue calculada utilizando intervalos
de confianza (IC) del 95% (IC 95%). Por otra parte, se incluyeron todos los estandares de referencia

para definir la presencia o ausencia de SARS-CoV-2 (RT-PCR y los criterios de diagndéstico clinico).

Cabe mencionar que la mayoria de estos estudios de precision diagnéstica (n = 44) solo
incluyeron personas hospitalizadas debido a infeccién presunta o confirmada por SARS-CoV-2, y que
los autores sefialan que en algunos casos no pudieron verificar si los datos reportados correspondian
a una infeccidén actual o pasada, ya que fueron pocos los estudios en los que se informé si los

participantes se estaban recuperando.

Por otra parte, la busqueda electronica llevada a cabo por Deeks y sus colaboradores (2020)
no dio ningun resultado sobre estudios serolégicos que evaluaran exclusivamente a personas

asintomdticas, mientras que en dos tercios de los estudios (n = 33) los casos de COVID-19 se
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definieron basandose Unicamente en los resultados de RT-PCR sin tener en cuenta la posibilidad de
resultados de RT-PCR falsos negativos.

Como se resume en la Tabla 1, el metaandlisis de los datos recogidos en este estudio mostré
gue la sensibilidad para la deteccion de IgG, IgM, IgA, anticuerpos totales e IgG/IgM fue baja cuando
las pruebas se realizaron en la primera semana desde la apariciéon de los sintomas, aumentando en
la segunda semana y alcanzando sus valores mas altos en la tercera semana. En efecto, la
sensibilidad general de las pruebas serologicas para IgG anti-SARS-CoV-2 a lo largo de las tres
semanas fue del 29,7% (IC 95%: 22,1 a 38,6), 66,5% (IC 95%: 57,9 a 74,2) y 88,2% (IC 95%: 83,5 a
91,8); para IgM fueron 23,2% (IC 95%: 14,9 a 34,2), 58,4% (IC 95%: 45,5 a 70,3) y 75,4% (IC 95%:
64,3 a 83,8); y para la combinacion de IgG/IgM fueron 30,1% (IC 95%: 21,4 a 40,7), 72,2% (IC 95%:
63,5 a79,5) y 91,4% (IC 95%: 87,0 a 94,4).

En cambio, las pruebas seroldgicas realizadas en las semanas 4 y 5 desde la aparicion de
los sintomas de COVID-19 evidenciaron una disminucion en la sensibilidad con respecto a los valores
para la tercera semana: 80,3% (IC 95% 72,4-86,4) y 68,1% (IC 95% 55,0-78,9) para IgG e IgM anti-
SARS-CoV-2, respectivamente, mientras que las sensibilidades agrupadas para 1gG/IgM fueron del
96,0% (IC 95% 90,6-98,3). Los datos posteriores a la semana 5 dieron estimaciones de sensibilidad
del 86,7% (IC 95%: 79,6 a 91,7; 1gG), 53,9% (IC 95%: 38,4 a 68,6; IgM) y 77,7% (IC 95%: 66,0 a
86,2; IgG/IgM) (Tabla 1). Cabe mencionar que las estimaciones de sensibilidad de los ensayos
realizados posteriormente a la semana 3 se basaron en tamafios de muestras menores, siendo 12
estudios los que aportaron datos para las semanas 4 y 5, y solamente cuatro estudios proveyeron
datos de seguimiento de los pacientes luego de la semana 5 (Deeks et al., 2020). Por otra parte, los
datos obtenidos se basan en la combinacién de varios estudios transversales y en tamafios de
muestra pequefios, sin hacer el seguimiento de los mismos grupos de participantes a lo largo del
tiempo ni en la utilizacién de las mismas pruebas. El nimero de individuos que aportan datos dentro
de cada estudio dentro de cada semana es muy pequefio; por lo tanto, al combinar estos datos entre
los estudios, estos metaanalisis proveen claridad a la relacion entre la sensibilidad y el tiempo desde
la aparicion de los sintomas de COVID-19. No obstante, deben tenerse en cuenta las limitaciones

mencionadas de estos estudios al interpretar todos los resultados.
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Para evaluar la especificidad general de los ensayos seroldgicos se tuvieron en cuenta los
casos falsos positivos/no-COVID-19. El estandar de referencia para verificar los casos no-COVID fue
clasificado en tres grupos principales: controles prepandémicos (tanto individuos sanos como con otra
enfermedad) que no se sometieron a la prueba de RT-PCR; controles actuales de personas sanas o
con otra enfermedad (que tampoco se sometieron a la prueba de RT-PCR); e individuos sospechosos
de COVID-19 pero considerados no-COVID (Tabla 2).

Los resultados agrupados de todos los estudios mostraron una especificidad superior al 98%
para todos los isotipos de inmunoglobulinas, siendo las més elevadas para IgA/IgM e I1gA/IgG (Tabla
2). Cabe destacar que en los controles actuales de individuos sanos o con una enfermedad que no
fuera COVID-19, todos los ensayos para IgG, IgM e IgG/IgM alcanzaron una especificidad mayor (de
aproximadamente 99%) que en los casos de pacientes sospechosos de COVID-19 considerados
negativos (Tabla 2). Por otra parte, se observaron mas falsos positivos para las pruebas IgG/IgM en
los estudios que utilizaron un grupo sospechoso de COVID-19 que en los otros estudios (Tabla 2).

La mayoria de los estudios del trabajo de revision de Deeks et al. (2020) sélo incluyeron
participantes cuyo diagnostico para COVID-19 se basé en el resultado positivo del ensayo de RT-
PCR. Sin embargo, los autores buscaron estudios en los que se definiera la infeccion por SARS-CoV-
2 para casos sospechosos de COVID-19 pero con un ensayo de RT-PCR negativo en base a los
criterios establecidos por la OMS (WHO-2019-nCoV-Surveillance_Case_Definition-2020.2-eng.pdf) y
el Centro Chino para el Control y la Prevencién de Enfermedades
(https://www.chinacdc.cn/en/COVID19/). Es frecuente en la practica clinica que haya pacientes que, a
pesar de no contar con una prueba de RT-PCR positiva, muestran signos de COVID-19 a nivel de
sintomas clinicos y de estudios por imagenes (Volpicelli et al., 2022). Los autores encontraron 12
estudios en los que la infeccion de COVID-19 se definié en base a estos criterios, los cuales, por lo
tanto, incluyeron en el grupo de COVID-19 tanto a pacientes con una prueba de RT-PCR negativa

como positiva.

Se compararon las estimaciones de sensibilidad entre los estudios que utilizaron una prueba
positiva de RT-PCR como estandar de referencia y aquellos estudios que definieron la infeccién por
SARS-CoV-2 basandose en los criterios de diagndstico clinico y de imagenes (incluyendo tanto los
positivos como los negativos para la prueba de RT-PCR) (Tabla 3). Los autores también estratificaron
el andlisis por semanas desde el inicio de los sintomas (Tabla 4). Todas las diferencias observadas
estuvieron dentro de las magnitudes esperadas al azar.
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Casos de COVID-19 Casos de COVID-19
positivos negativos Comparacion
para RT-PCR para RT-PCR

Grupos de prueba [estudios] (casos de verdaderos positivos/ casos de COVID)
Sensibilidad (IC 95%)

e 26 [15] (1555/2280) 8 [8] (925/1300) o - 036
g 87,9% (82,7 a 91,7) 91,2% (83,9 a 95,4) =0,
. 23 [13] (1368/2166) 10 [9] (792/1292) o - 006
g 70,8% (56,3 a 82,0) 87,5% (73.7 a 94,6) =0,
17 [6] (966/1278) 4 [4] (400/499) _
lgG/igM 90,6% (86,6 a 93,5) 93,6% (88,9 a 96,4) P =022

Tabla 3 | Impacto del estandar de referencia sobre la sensibilidad de las pruebas serolégicas.
Adaptado de Deeks et al. (2020).
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Casos de COVID-19 positivos para RT-PCR Casos de COVID-19 negativos para RT-PCR
Grupos de prueba Grupos de prueba
[estudios] Sensibilidad [estudios] Sensibilidad
(verdaderos positivos/ (IC 95%) (verdaderos positivos/ (IC 95%)
casos de COVID-19) casos de COVID-19)
IgG
Dias 1-7 P 2 [2] (1/28) 2[2] (13/8)
Dias 8-14 ° 2[2] (21/33) 3 [3] (25/30)
Dias 15-21 ° 2 [2] (39/40) 3[3] (64/72)
Agrupados 72,6% (46,2% 84,0% (64,4% a
(estratificados a 89,1%) 93,9%)
por tiempo)al

Prueba de la diferencia de sensibilidad entre los grupos RT-PCR-positivos y RT-PCR-negativos: P = 0,18

IgM
Dias 1-7 ° 2 [2] (3/28) 2 [2] (4/13)
Dias 8-14 ° 2 [2] (25/33) 3 [3] (30/11)
Dias 15-21 ° 2 [2] (16/8) 3[3] (31/72)
Agrup_ados 64,6% (49,7% 49,0% (34,2% a
(estrgtlflcadc;s 2 77.1%) 63.9%)
por tiempo)

Prueba de la diferencia de sensibilidad entre el grupo RT-PCR-positivo y el grupo RT-PCR-negativo: P = 0,07

IgG / IgM

Dias 1-7 ° 2 [2] (8/36) 2[2] (4/17)

Dias 8-14 ° 2 [2] (37/53) 3 [3] (29/40)

Dias 15-21 ° 2 [2] (141/150) 3 [3] (104/113)

Agrupados
(estratificados
por tiempo)?

71,9% (58,7% 71,1% (57,0% a
a 82,2%) 82,0%)

Prueba de la diferencia de sensibilidad entre el grupo RT-PCR-positivo y el grupo RT-PCR-negativo: P = 0,90

@ Las estimaciones de sensibilidad se obtuvieron a partir de un modelo que combina todos los datos de ambos
subgrupos y grupos de tiempo, estratificando por grupo de tiempo. La estimacion corresponde a la sensibilidad en los
dias 15-21.

b | os datos de pruebas positivas de RT-PCR solo se incluyeron cuando el estudio analizé también un subgrupo de
pacientes con ensayos de RT-PCR negativos.

Tabla 4 | Estudios que informaron sensibilidad tanto en los subgrupos de pacientes RT-PCR
positivos como RT-PCR negativos. Adaptado de Deeks et al. (2020).
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En conclusion, el estudio de Deeks et al. (2020) demuestra que la sensibilidad de los ensayos
de anticuerpos es demasiado baja en la primera semana desde el inicio de los sintomas de COVID-
19 como para ser utilizada como criterio de diagnéstico. Sin embargo, puede ser (til el uso de
pruebas de anticuerpos en pacientes con un resultado negativo del ensayo de RT-PCR pero que son
altamente sospechosos de estar infectados por SARS-CoV-2; en particular, luego de las dos
semanas desde el inicio de los sintomas. Los datos analizados en esta revision sugieren también que
las pruebas de anticuerpos tendrian una funcion Gtil para detectar una infeccion previa por SARS-

CoV-2 si se utilizan a partir de los15 dia desde el inicio de los sintomas.

Por otra parte, no se cuenta con suficiente evidencia respecto de la utilidad de estas pruebas
para las encuestas de seroprevalencia con fines de gestion de la salud publica, dado que: (i) no se ha
establecido adn ni la duracién ni los niveles de anticuerpos necesarios para no desarrollar
enfermedad por infeccion con SARS-CoV-2, y (ii) Deeks et al. (2020) encontraron muy pocos datos

mas alla de los 35 dias posteriores al inicio de los sintomas.

3. Comparacion de las pruebas seroldgicas para la deteccion de la

infeccion por SARS-CoV-2 con el ensayo molecular de RT-gPCR

Uno de los objetivos de este Trabajo de Tesina fue comparar el desempefio de los ensayos
serolégicos con el del ensayo molecular de RT-qgPCR, considerado como patrén oro para el
diagnostico de COVID-19.

De todos los articulos analizados, se seleccioné el trabajo de Chiereghin et al. (2021). En
este estudio caso-control retrospectivo se evaluaron la sensibilidad y especificidad de cinco ensayos
seroldgicos empleados para la deteccién de anticuerpos IgG, IgM e IgA especificos de SARS-CoV-2
en muestras de sangre, utilizando RT-gPCR, a partir de hisopados nasofaringeos, como prueba
estandar de referencia. Asimismo, los investigadores se propusieron, como objetivo secundario,
evaluar la concordancia entre los diferentes ensayos seroldgicos analizados en base a la clase de

inmunoglobulina detectada (IgG o IgM).

Para este estudio se utilizaron muestras remanentes de plasma congelado recolectadas,
entre los meses de abril y junio del afio 2020, de 337 individuos asintomaticos y sintomaticos con
resultados de RT-PCR positivos (n= 207) y negativos (n= 130) para SARS-CoV-2. Estas muestras
fueron tomadas en el marco de las investigaciones seroldgicas de rutina en la Unidad Operativa de
Microbiologia Clinica del IRCCS del Policlinico Sant'Orsola, de la Universidad de Bolonia en Italia.
Los asintométicos se sometieron a pruebas moleculares, ya que cumplian con al menos uno de los
dos criterios epidemioldgicos establecidos por el Centro Europeo para la Prevencion y Control de
Enfermedades (European Center for Disease Prevention and Control; ECDC) (ecdc.europa.eu [a]).
Se excluyeron los sujetos con RT-PCR negativo para SARS-CoV-2 que cumplian con algunos de los
criterios para COVID-19, ya sea a nivel de diagnéstico clinico y epidemiolégico o con respecto a
diagnéstico por imagenes (ecdc.europa.eu [a]).

32



Los kits empleados en este estudio fueron:

(1) un ensayo POCT basado en inmunocromatografia de flujo lateral: LFIA IgG/IgM (Technogenetics
S.R.L,, Italia);

(2) dos inmunoensayos de quimioluminiscencia automatizados: CLIA-iFlash IgG/IgM (Shenzhen
YHLO Biotech Biotech Co., Ltd., China) y LIAISON® SARS-CoV-2 S1/S2 IgG CLIA (DiaSorin S.p.A.,
Italia);

(3) un inmunoensayo de -electroquimioluminiscencia automatizado: Elecsys® Anti-SARS-CoV-2
ECLIA (Roche Diagnostics, Suiza);

(4) un ELISA automatizado: Anti-SARS-CoV-2 IgA ELISA (Euroimmun  Medizinische

Labordiagnostika AG, Alemania).

Los kits LFIA de Technogenetics, CLIA-iFlash IgG/IgM y Elecsys Anti-SARS-CoV-2 ECLIA de
Roche Diagnostics se basan en la deteccion cualitativa de anticuerpos anti-SARS-CoV-2. El ensayo
de Technogenetics utiliza como molécula de captura a la proteina N de SARS-CoV-2 y tiene un
tiempo de respuesta de 15 minutos, mientras que el CLIA-iFlash IgG/IgM contiene perlas magnéticas
recubiertas con las proteinas recombinantes N y S de SARS-CoV-2 y tiene un tiempo de respuesta
aproximado de 40 minutos. El ensayo Elecsys Anti-SARS-CoV-2 ECLIA, que tiene un tiempo de
respuesta de 20 minutos por muestra, utiliza la proteina N recombinante como antigeno de captura
en un formato que favorece la deteccion de anticuerpos de alta afinidad. Este kit detecta
predominantemente IgG a pesar de que captura anticuerpos de todos los isotipos (IgA, IgM, e IgG)
(Egger et al., 2020).

Para la deteccion cuantitativa de IgG de SARS-CoV-2 se utiliz6 el ensayo LIAISON® SARS-
CoV-2 S1/S2 IgG CLIA de DiaSorin, el cual, al basarse en perlas magnéticas recubiertas con las
proteinas recombinantes S1 y S2 de SARS-CoV-2, permitiria detectar anticuerpos neutralizantes. En
este sentido, se ha reportado que este ensayo detecta anticuerpos neutralizantes contra SARS-CoV-
2 con un 94,4% de concordancia positiva y un 97,8% de concordancia negativa con los ensayos de
neutralizacién viral en cultivos celulares (Bonelli et al., 2020). Para la deteccién semicuantitativa de
IgA anti-SARS-CoV-2 se emple6 el ELISA Anti-SARS-CoV-2 IgA de Euroimmun que utiliza la proteina
recombinante S1 de SARS-CoV-2 como molécula de captura.

En los ensayos semicuantitativo y cuantitativo automatizados, la cantidad de Ig anti-SARS-
CoV-2 en el suero/plasma es proporcional a las unidades luminicas relativas (RLU; relative light units)
medidas en el analizador, lo cual permite calcular automaticamente la concentracion de anticuerpos

en unidades arbitrarias (UA/ml) teniendo en cuenta los datos de RLU y de la curva de calibracion.

Como se resume en la Tabla 5, el analisis de los datos obtenidos en este estudio mostré que
la sensibilidad general de todos los ensayos serolégicos para IgG fue > 80%, oscilando entre el
81,6% (intervalo de confianza del 95% [IC 95%] 75,7-86,7) al emplear el ensayo LIAISON® SARS-
CoV-2 S1/S2 1gG CLIA (CLIA-LIAISON® XL) y 89,9% (IC 95% 84,9-93,6) con el ensayo CLIA-iFlash,
mientras que la especificidad fue > 95%, oscilando entre el 97,7% (IC 95% 93,4-99,5) con el kit CLIA-
LIAISON ® XL y 100% (IC 95% 97,2 a 100) con ECLIA-Elecsys ®. En cambio, la sensibilidad general
de las pruebas serolégicas para IgM anti-SARS-CoV-2 fue muy baja: 47,6% (IC 95% 40,6-54,6) y
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54,6% (IC 95% 47,5-61,5) con los ensayos cualitativos LFIA y CLIA-iFlash, respectivamente, mientras
gue la especificidad fue del 98,5% (IC 95% 94,6-99,8) y 96,2% (IC 95% 91,3-98,7). El kit ELISA de
Euroimmun Medizinische Labordiagnostika para la determinacion semicuantitativa de IgA anti-SARS-
CoV-2 (Tabla 5, ELISA Euroinmune ) tuvo una sensibilidad del 84,3% (IC 95% 78,3-89,2) y una
especificidad del 81,7% (IC 95% 73,1-88,4).

El andlisis de los datos para evaluar el desempefio de los ensayos serolégicos de acuerdo
con la presencia de sintomas de COVID-19 mostré que la sensibilidad de todas las pruebas fue
menor en los individuos asintomaticos que en los sintomaticos, mientras que la especificidad fue
similar (Tabla 6). Sin embargo, cabe mencionar que en los individuos asintomaéticos todos los
ensayos para IgG alcanzaron una sensibilidad de aproximadamente 80%, a excepcion del LFIA que

mostré una sensibilidad de tan solo 68,4% (Tabla 6).

Los autores también estratificaron la sensibilidad de los diferentes ensayos seroldgicos en
base al tiempo transcurrido desde la aparicién de los sintomas caracteristicos de COVID-19. Como
se resume en la Tabla 7, la sensibilidad de todas las pruebas serolégicas fue menor en sujetos cuya
muestra de sangre fue tomada dentro de los 14 dias de inicio de los sintomas que en aquellos en los
gue ya habian transcurrido mas de 14 dias. En particular, la sensibilidad del LFIA, de los CLIA y del
ECLIA 1gG fue de 73,8 frente a 91,8%; 80,0 frente a 95,9% (CLIA-iFlash); 70,8 frente a 87,8% (CLIA-
LIAISON ® XL) y 72,3 frente a 95,1%, en sujetos con inicio de sintomas dentro y después de 14 dias

desde la extraccion de sangre, respectivamente (Tabla 7).
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RT-PCR Positivos . Negativos Falsos % Sensibilidad % Especificidad
Ensayos serolagicos

negativos verdaderos verdaderos negativos {IC 953%) {IC 953%)

Individuos sintomaticos

lgG
LFIA POCT 283 187 96 160 1 a5 27 85,6(79,7-90,3)  99,0(94,3-100)
iFlash 284 188 96 170 2 94 18 90,4(85,3942) 97,9(92,7-937)
cLuA LIAISON
KL 284 188 96 154 2 94 34 81,9(75,7-871) 97,9(92,7997)
87,2(81,6-91,6)  100(96,2-100)
ECLIA Elecsys 284 188 96 164 o 96 24

187 96 94 2 94 93 50,3(42,957,6) 97,9(92,7997)

56,3(49,5641) 94,8(883983)
CLA iFlash 284 188 96 107 5 91 81

Euro-

s | Rl 244 168 76 144 19 57 24 85,7(795906 75,0(63,7-842)

5
hel
:
ﬁ

Individuos asintomaticos

1gG
e LFIA POCT 53 19 34 13 0 34 6 68,4(43,487,4)  100(89,7-100)
34 16 0 34 3
iFlash 53 19 84,2 (60,4966  100(89,7-100)
cLA LIAISON B i i ¥ ©
XL 53 19 78,9(54,4939) 97.1(84,7-999)
34 15 0 34 4
ECLA  Elecsys 53 19 78,9(54,4939)  100(89,7-100]

POCT 53 19 34 a 0 34 15 21,1(6,0-45,6))  100(89,7-100)

iFlash 31,6(12,6566  100(89,7-100)

Euro-

eSS immune |

50 17 33 12 1 32 5 70,6(44,0-85,7)  97,0(84,2-999)

2 o
= B
&

&

@
[=]
@
]

Tabla 6 | Sensibilidad y especificidad de los ensayos serologicos para el diagnéstico de la
infeccion por SARS-CoV-2 en individuos sintomaticos y asintomaticos.
Adaptado de Chiereghin et al. (2021).
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Un andlisis adicional realizado por Chiereghin et al. (2021) fue determinar la concordancia
entre los ensayos seroldgicos en base a la clase de inmunoglobulina detectada (IgG o IgM) aplicando
el estadistico Kappa (k). Los resultados de las pruebas basadas en la deteccion de IgG mostraron un
grado de concordancia muy bueno con valores de k que oscilaron entre 0,78 (LFIA versus CLIA-
LIAISON ® XL) y 0,94 (LFIA versus ECLIA-Elecsys ®). En cambio, el grado de concordancia fue

moderado (k =0,57) entre los ensayos utilizados que detectan IgM anti-SARS-CoV-2.

En conclusion, el estudio de Chiereghin et al. (2021) demuestra que los ensayos serologicos
basados en la deteccién de IgG son una herramienta confiable para la serovigilancia epidemioldgica y
para el diagndstico retrospectivo de la infeccion por SARS-CoV-2 en determinados grupos
poblacionales. En cambio, el elevado nimero de falsos negativos obtenidos en los ensayos para IgM
indica que no es aconsejable su uso como marcador de infeccion aguda. Por otra parte, teniendo en
cuenta que la cantidad de resultados indeterminados con el kit ELISA IgA fue alta, resulta dificil definir

un area de aplicacion para las pruebas serolégicas basadas en esta clase de inmunoglobulina.

Cabe mencionar que, dado que el objetivo de este estudio fue analizar la sensibilidad y
especificidad de los cinco ensayos para detectar los diferentes isotipos de anticuerpos, no se evalué
el desempefio de los ensayos serolégicos cuantitativos utilizados para detectar anticuerpos

neutralizantes respecto de los ensayos de neutralizacion viral en cultivos celulares.

38



DISCUSION Y CONCLUSIONES



El surgimiento del nuevo coronavirus SARS-CoV-2 en China en diciembre de 2019
represento el tercer coronavirus altamente patogénico, causante de un sindrome respiratorio agudo
severo, que se transmite a la poblacion humana en los dltimos 20 afios, luego de SARS-CoV-1 en
2002 y de MERS-CoV, identificado en Arabia Saudita en 2012. Debido a su impacto epidemiologico a
nivel mundial, SARS-CoV-2 y su patologia asociada, COVID-19, generaron mucha preocupacion
tanto en el ambito médico como cientifico. En este sentido, la pandemia de COVID-19 disparé el
desarrollo de innumerables métodos moleculares para el diagnéstico de SARS-CoV-2 basados ya
sea en acidos nucleicos o en la deteccion de proteinas. De hecho, luego de méas de dos afios desde
el comienzo de la pandemia, las medidas para controlar la transmision e infeccion por SARS-CoV-2
se basan principalmente en el testeo generalizado y en la vacunaciéon masiva (Vindeirinho et al.,
2022).

Un aspecto clave para el control de la pandemia de COVID-19 fue la disponibilidad de
pruebas diagnésticas que aseguraron el diagnéstico temprano y preciso de la infeccion viral. Esto
permitié brindar el tratamiento adecuado a los pacientes y limitar la propagacién viral con el objetivo
de eliminar la circulacion de SARS-CoV-2 a nivel global. En efecto, las pruebas diagnoésticas fueron
un componente esencial de la respuesta a la pandemia de COVID-19, ya que permitieron
implementar medidas rapidas y efectivas que ayudaron a contener la pandemia mediante la
identificacién de los individuos infectados y de los que eran adn asintomaticos durante el periodo de

incubacion de la enfermedad, asi como rastrear los contactos de un individuo enfermo.

El desarrollo de las pruebas diagnésticas sigue evolucionando, es por ello que es importante
tener una comprension clara de la naturaleza de estas pruebas y de la informacion que éstas
proveen. Cabe destacar que la experticia de la industria farmacéutica en el area del diagndstico ha
conducido al desarrollo continuo de nuevas estrategias para la deteccion y monitoreo de COVID-19.
En lo que respecta a la Argentina, desde marzo de 2020, se han unido institutos de investigacion
cientifica, universidades y empresas para desarrollar y producir kits para diagnéstico de fabricacion
nacional, los cuales, junto a los numerosos kits desarrollados por empresas farmacéuticas y de base
tecnoldgica internacionales, constituyen una respuesta rapida para el diagnéstico de COVID-19
(Meza Calvache et al., 2020; Woloshin et al; 2020).

De lo expuesto se desprende que las pruebas diagndsticas son una estrategia clave para
controlar la transmisién viral a nivel poblacional, no solo para la pandemia de COVID-19, sino también
para potenciales brotes de otras enfermedades infecciosas. Es por ello que en este Trabajo de
Tesina se analizaron diferentes aspectos de los ensayos para el diagnéstico molecular e
inmunoldgico de COVID-19. Para ello, se seleccionaron articulos cientificos que evaluaran la

sensibilidad, precisién y desempefio de las pruebas moleculares e inmunolégicas.

La prueba molecular de RT-qPCR es la prueba de eleccion recomendada por la OMS para la
infeccién aguda por SARS-CoV-2, y constituye el método de laboratorio mas empleado (Scohy et al;
2020). Sin embargo, el uso de este método molecular es costoso, requiere personal experto en

Microbiologia Molecular y medidas de bioseguridad, y se realiza en equipos especificos. Ademas,
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debido a su complejidad, esta prueba molecular puede no estar disponible en todos los centros de

atencion médica y entornos ambulatorios.

Con respecto a los ensayos moleculares, el Instituto de Virologia junto con la Unidad de
Evaluacion de Métodos de Diagndstico y Estadistica Aplicada del Instituto Nacional de Enfermedades
Infecciosas-ANLIS-Malbran evaluaron la sensibilidad analitica y el desempefio de los kits para SARS-
CoV-2 disponibles en la Argentina (Fellner et al., 2021). El estudio de estos investigadores mostro
que, si bien todos los kits tienen 100% de especificidad, las pruebas alcanzan mayor sensibilidad
cuando utilizan como blanco a los genes virales E y N. En cambio, los ensayos RT-LAMP tienen un

desempefio diagnéstico variable e inferior al de RT-gPCR (ver Punto 1 de Resultados).

Un aspecto importante a tener en cuenta en los ensayos moleculares para diagnéstico es la
tasa de mutacion de los genomas virales. En este sentido, seleccionamos como trabajo
representativo el estudio de Ramirez et al. (2020), que investigbé como la diversidad genémica de los
aislamientos sudamericanos de SARS-CoV-2 afecta el rendimiento de las pruebas de RT-gPCR. Los
resultados de este estudio demuestran que el gen E de SARS-CoV-2 se halla conservado en todos
los aislamientos analizados y que, por lo tanto, es el candidato ideal para ser utilizado como blanco

en las pruebas moleculares (ver Punto 2 de Resultados).

Por otra parte, el estudio de Arévalo-Rodriguez et al. (2020) demuestra y remarca la
necesidad de realizar pruebas repetidas en pacientes con sospecha de infecciéon por SARS-CoV-2,
dado que hasta el 54% de los pacientes con COVID-19 pueden tener una RT-gPCR inicial falsamente

negativa (ver Punto 3 de Resultados).

En cuanto a los tests seroldgicos que detectan la presencia de anticuerpos IgM/IgG
especificos contra SARS-CoV-2 como respuesta inmune durante las diferentes fases de la infeccién,
pueden ser necesarios en casos tales como pacientes sospechosos de infeccion por SARS-CoV-2 en
fase aguda, o pacientes clinicamente diagnosticados que no han sido confirmados por pruebas de
ARN viral. Ademas, el resultado positivo para anticuerpos contra SARS-CoV-2 es un dato clave ya
gue ser seropositivo indica que se han inducido los anticuerpos especificos, en particular si el ensayo
se basa en el RBD de la glicoproteina S, y sefialaria la necesidad de hacer un seguimiento de los
contactos estrechos sanos que se encuentran en el periodo de cuarentena. En este sentido, deben
tenerse en cuenta los resultados del estudio de revisién realizado por Deeks et al. (2020) que sefialan
gue los tests de anticuerpos no pueden ser utilizados como diagndéstico primario para COVID-19 ya
gue su sensibilidad es muy baja en la primera semana desde el comienzo de los sintomas, pero que
podrian tener un papel complementario en individuos que se presentan en una etapa mas tardia a la
apariciéon de los sintomas con resultado negativo para el ensayo de RT-PCR. Otra conclusion
importante de este trabajo es que no se pudo establecer si los ensayos de anticuerpos contra SARS-
CoV-2 serian utiles en sondeos de seroprevalencia para la decision de medidas sanitarias, ya que los
investigadores no encontraron datos suficientes mas alla de los 35 dias posteriores al inicio de los
sintomas (ver Punto 4 de Resultados). Los resultados del trabajo de Deeks y colaboradores (2020)
también destaca la necesidad de realizar estudios que muestren datos sobre la sensibilidad de los

ensayos a través del tiempo desde el inicio de los sintomas, es decir, los mismos pacientes en varios
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puntos temporales a lo largo del tiempo para comprender completamente como el tiempo transcurrido

desde la aparicion de los sintomas afecta directamente el rendimiento de las pruebas diagndésticas.

Otro punto critico es que tampoco se ha definido claramente hasta el momento la duracién de
los anticuerpos neutralizantes ni por infeccion natural ni por vacunacion. Un andlisis reciente de datos
de COVID-19 en una cohorte laboral multicéntrica sugiere que la inmunidad adquirida por infeccion
natural con SARS-CoV-2 protege contra la reinfeccion en la mayoria de los individuos, al menos
durante un periodo de 6 meses (Finch et al., 2022). En este sentido, la nueva variante Omicron de
SARS-CoV-2 de Sudéfrica, detectada en noviembre de 2021, ha sido incluida en la lista de “variante
de preocupaciéon” (VOC, variant of concern) de la OMS (Araf et al., 2022). Sin embargo, se
desconoce el grado de proteccion contra esta nueva variante conferido por inmunizacion con las
vacunas disponibles contra COVID-19 (Araf et al., 2022).

En lo que respecta al desempefio de los ensayos seroldgicos, el estudio de Chiereghin et al.
(2021) demuestra que las pruebas basadas en la deteccion de IgG son una herramienta confiable
para la serovigilancia epidemiol6gica y para el diagnostico retrospectivo de la infeccion por SARS-
CoV-2 en determinadas poblacionales (ver Punto 5 de Resultados). En cambio, el elevado namero de
falsos negativos obtenidos en los ensayos para IgM indica que no es aconsejable su uso como
marcador de infeccion aguda. Por otro lado, el hecho de que en este estudio se obtuvo un ndmero
elevado de resultados indeterminados en pruebas ELISA que detectan IgA hace dificil definir un area

de aplicacion para las pruebas seroldgicas basadas en esta clase de inmunoglobulina.

En conclusién, es imprescindible contar con métodos precisos para la deteccion de la
infeccion por SARS-CoV-2. Si bien las manifestaciones clinicas y los estudios por imagenes pueden
ser indicativos de COVID-19, no son métodos adecuados para el diagnostico definitivo de la
infeccion. Por otra parte, resulta crucial establecer las limitaciones de cada una de las pruebas de
diagnostico para la infeccibn por SARS-CoV-2 para realizar una interpretacion correcta de los

resultados obtenidos.

Finalmente, el surgimiento de SARS-CoV-2 y la pandemia que origind subrayan la necesidad
de contar con organizaciones de vigilancia epidemiolégica bien financiadas. Por otra parte, la rapida
propagacién de este virus a nivel global exigi6 que la comunidad cientifica mundial actuara
inmediatamente no solo para comprender en detalle la etiologia, las propiedades biolégicas y la
patogénesis de este nuevo virus respiratorio sino también para difundir conocimientos precisos y
claros sobre COVID-19 que pudieran ser aprovechados para el disefio e implementacion de politicas

y estrategias de salud publica.
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