Recomendaciones FACME para el diagndstico microbiolégico de la facm eC
infeccion por SARS-CoV-2 O

¢Cuales son las técnicas de diagnéstico microbiolégico de infeccion por SARS-CoV-2 disponibles?

Las técnicas empleadas pueden ser de diagndstico directo o indirecto. Entre las primeras se encuentran las que
detectan virus en la muestra biolégica de que se trate. Son las denominadas PDIA (pruebas diagnésticas de
infeccidn aguda), que comprenden por un lado las pruebas basadas en la amplificacion de acidos nucleicos y por
otro las de deteccion de antigenos. La serologia formaria parte de las herramientas de diagnéstico indirecto, al
detectar la respuesta de anticuerpos generada frente al virus.

Pruebas de amplificacion del acido nucléico viral. Son test que detectan la presencia del genoma viral
basandose en la amplificacion del &cido nucléico del virus (TAAN o NAAT en inglés). Entre ellas se encuentra la
RT-PCR (Reverse Transcription Polymerasa Chain Reaction). En esta técnica se amplifican fragmentos (genes)
del genoma viral, previo paso de ARN a ADN. Actualmente es considerada el “gold estandar”, con una sensibilidad
del 85-90%, dependiendo de la calidad de la muestra y del tiempo desde el contacto, y una especificidad superior
al 95%, pero no permite diferenciar, con seguridad, entre infeccion aguda y resuelta, pues puede persistir largo
tiempo positiva. Se han puesto en marcha otras pruebas diagnosticas que emplean diferentes tecnologias como
RT-LAMP (Reverse Transcription Loop Mediated Isothermal Amplification o amplificacién isotérmica mediada por
bucle de transcripcion inversa)), CRISPR (Clustered Regulary Interspaced Short Palindromic Repeats, o
repeticiones palindromicas cortas agrupadas y regularmente espaciadas) o ensayos de micromatrices
moleculares.

Existen sistemas de RT-PCR integrados automaticos y rapidos, pero, en general, sélo permiten el procesamiento
de 1 a4 muestras a la vez, por lo que estan indicadas para situaciones de urgencia.

Test rapidos de deteccion de antigenos (TRA), son ensayos que detectan proteinas del virus. La técnica mas
empleada es la inmunocromatografia de flujo lateral (lateral flow), aunque existen otras técnicas como el
enzimoinmunoensayo. Tienen una menor sensibilidad y una especificidad cercana a las técnicas de deteccion
molecular en pacientes sintomaticos con 5 0 menos dias de evolucion y en entornos de prevalencia elevada. No
se conocen con exactitud los datos en pacientes asintomaticos. En esta poblacién el rendimiento diagnéstico
depende de la prevalencia de la infeccion. La principal ventaja de esta técnica es la facilidad y rapidez de su
realizacion (15 minutos), lo que la hace una buena herramienta como prueba répida “a la cabecera del paciente”
0 “point-of-care” (POC).

El diagndstico serolégico pone de manifiesto la respuesta inmune del paciente frente a la infeccion mediada por
anticuerpos, pero no es Util para el diagnéstico de la infeccién aguda.

¢ Cuales son las muestras mas adecuadas?

Los exudados nasofaringeos (ENF) son los mas utilizados. Los lavados broncoalveolares son una buena muestra,
aunque de mas dificil obtencién. En pacientes ingresados, con alta sospecha diagndstica y PCR en ENF
reiteradamente negativa, serian las muestras mas Utiles. También pueden emplear exudados orofaringeos, frotis
nasal (ambos con menor sensibilidad que los ENF) esputos y saliva. En este Ultimo caso, el laboratorio que realiza
las determinaciones debe decidir su uso, ya que el procesamiento de la muestra es diferente al resto. Las ventajas
de la saliva son que no necesita medio de transporte y la facilidad de la obtencién.
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¢ Debemos actuar igual en todas las situaciones?

NO, diferentes situaciones clinicas y epidemioldgicas plantean distintos escenarios y tiempos de respuesta.

Pacientes sintomaticos graves: por su inmediatez podria realizarse TRA, su rendimiento éptimo lo alcanza en
pacientes con 5 dias 0 menos de evolucion de los sintomas. Un resultado positivo confirma el diagnéstico, si es
negativo, realizar una prueba de deteccién molecular rapida o preferente, en funcién de la situacién clinica y los
recursos. Se debe tener en cuente que un resultado negativo no descarta necesariamente una infeccion por SARS-
CoV-2, hay factores que pueden dar lugar a resultados falsos negativos, entre los que se encuentran una calidad
deficiente de la muestra, mala conservacion o transporte de la misma (no refrigeracién), toma de la muestra muy
temprana o tardia, o errores técnicos.

Pacientes sintomaticos vulnerables (enfermos crénicos, hematoldgicos, oncolégicos, con trastornos
neuroldgicos, inmunodeprimidos, obesos, embarazadas, ancianos) realizar TRA. El resultado positivo confirma el
diagnéstico, si es negativo, 0, no se dispone de TRA, realizar una técnica de deteccidén molecular, siendo deseable
obtener el resultado en menos de 24 horas.

Pacientes sintomaticos no vulnerables, sin clinica de gravedad y jovenes: realizar TRA si hay menos de 5 dias
desde el comienzo de los sintomas Si es positiva confirmaria la infeccién. Si es negativa repetir a las 24-48 horas
o realizar prueba de deteccion molecular, el resultado deberia estar disponible en 24 horas.

Estudio de brotes activos: realizar PDIA en funcién de la poblacién y los recursos. Puede emplearse TRA 'y a
los negativos realizar pruebas de deteccion molecular

Contactos estrechos: realizar TRA. Se pueden repetir en dias sucesivos, si el paciente persiste asintomatico no
es imprescindible realizar deteccién molecular (valorarlo en determinadas profesiones: fuerzas y cuerpos de
seguridad, conductores de autobus...). Si comienzan con clinica, y los TRA siguen negativos, realizar deteccion
molecular. Pasaria a ser un caso si fuera positivo. Los resultados deberian estar disponibles en 24-48 horas.

Cribados aleatorios: Es controvertido. En grupos poblacionales con elevada incidencia, es decir con la
prevalencia pretest alta podria tener interés realizarlos, teniendo en cuenta que podemos encontrarnos con falsos
negativo.

Profesionales sanitarios o del sector sociosanitario, sintomaticos o contactos, y pacientes que van a ser
sometidos a cirugia, pruebas diagnésticas, tratamientos inmunosupresores o previo a ingresos: Realizar
test de deteccion molecular. Al tratarse de situaciones programadas el resultado puede demorarse hasta 72 horas.

¢ Se puede conocer la carga viral de la muestra?

NO estan estandarizados procedimientos para la deteccion de la carga viral del SARS-CoV-2 como ocurre con
otros virus como VHB, VHC, CMV o VIH. Aunque por el momento no se estan realizando, las técnicas de RT-PCR
pueden dar una informacion indirecta de la carga viral a través de los Ct.

Los Ct (cycle threshold o ciclo umbral), se definen como el numero de ciclos de amplificacion necesarios en un
ensayo de RT-PCR para amplificar el ARN viral hasta que alcanza un nivel detectable. Se correlaciona de forma
inversa con la carga viral, de modo que una muestra con elevada carga viral necesita pocos ciclos de amplificacién
en relacion a otra muestra con poca carga que necesitara mas ciclos de amplificacion para alcanzar el limite de
deteccion. Es una estimacion semicuantitativa, que se ve influida por muchos factores como la calidad de la
muestra, el tiempo transcurrido desde la infeccion o la técnica empleada. No hay una estandarizacién de estos

~ parametros, y no esta establecido un punto de corte a partir del cual tomar decisiones, aunque se puede asociar



Ctbajos con replicacion viral. Los Ct no pueden utilizarse como una herramienta aislada para la toma de decisiones
sobre todo, cuando son elevados: pacientes con Ct altos (Ct > 30-35) pueden asociarse a infecciones en
resolucion, pero también a infecciones de inicio o una recogida de la muestra de mala calidad. Ademas, también
se ha demostrado que la misma muestra con diferentes técnicas de RT-PCR puede dar diferentes Ct.

¢ Existen las reinfecciones?

La reinfeccidn se define como aquella que afecta a personas con historia de infeccion por SARs-Cov-2, que tras 3
meses asintomaticos y con deteccion del genoma viral en este tiempo negativa, presenta deteccidn de genoma
viral positiva utilizando dos técnicas de deteccion. En ausencia de secuenciacion, no se puede decir si es el mismo
virus o0 una variante.

¢ Qué son las variantes?

Cada coronavirus tiene una secuencia de casi 30.000 nucleétidos en su ARN. En ella se incluye toda la informacion
genética que le permite al virus secuestrar a las células y ponerlas a su disposicion para producir nuevos virus.

En la generacién de nuevos virus se producen errores en las copias, denominadas mutaciones. Si bien en los
coronavirus la tasa de mutaciones es menor que en otros virus ARN por la presencia de enzimas correctoras, son
inevitables. La Unica forma de que un virus no mute es que no se replique, y, por otra parte, a mayor replicacion,
mas mutaciones.

Se han detectado miles de mutaciones en relacion a la cepa original de Wuhan, la mayoria sin ninguna
trascendencia bioldgica. Las mutaciones mas preocupantes son las que afectan al gen de la proteina S (Spike),
ya que es la estructura que permite el acceso a la célula diana.

Cuando un grupo de virus hereda el mismo conjunto de mutaciones en su secuencia se denomina variante.

Las mutaciones siguen una nomenclatura, en la que los numeros hacen referencia a la posicién del aminoacido
en la proteina, y las siglas al tipo de aminoacido. Asi, por ejemplo, en la variante D614G ha sustituido el acido
aspartico (D) de la posicién 614 por glicina (G). Esta variante aparecio a principios de 2020 y se ha dispersado por
todo el mundo, conformando el denominado Linaje B1.

La identificacion de nuevas variantes sélo se puede realizar mediante secuenciacion. Las diferentes variantes se
han catalogado en variantes preocupantes (VOC) (aumento demostrado de transmisibilidad y/o letalidad y/o
escape inmune), variantes en investigacion (VUI) (aumento posible pero no suficientemente probado de
transmisibilidad y/o letalidad y/o escape inmune) y variantes de interés (VOI) (no se sospecha aumento de
transmisibilidad, letalidad o escape inmune).

Las variantes que presentan las mutaciones N501Y, E484K y diferentes mutaciones en K147, que afectan a la
RBD (receptor binding domain) de la proteina S son las mas preocupantes ya que facilitan la unién del virus al
receptor celular. Ademas, algunas mutaciones (E484K, p.ej) originan una alteracion en la forma de la proteina que
condiciona que pueda evitar la neutralizacién por algunos tipos de anticuerpos, lo que puede tener repercusién en
la respuesta frente a la infeccion, tanto natural como vacunal.

Es indispensable secuenciar el genoma viral para realizar una correcta vigilancia epidemiologica y valorar la
evolucién y posibles implicaciones de las misma en la pandemia.



Nomenclatura Denominacion geografica Mutaciones mas importantes Observaciones
Variantes preocupantes (VOC)
17 mutaciones: Mayor transmisibilidad: probable
B.1.1.7 e N501Y Mayor virulencia: probable
501Y.V1 “Britanica” o deleccion 69_70 Escape vacunal / inmune: improbable salvo adquisicion
VOC 202012/01 e P681H generalizada de E484K
* Adquisicion probada de E484K
e N501Y Mayor transmisibilidad: probable
B.1.351 N . Y o E484K Mayor virulencia: desconocida
501Y.V2 Sudafricana e deteccion orflb Escape vacunal / inmune: probable
. ...
e N501Y Mayor transmisibilidad: probable
B.1.1.28 “ - o E484K Mayor virulencia: desconocida
P1. Brasilefia o K417T Escape vacunal / inmune: probable
o deteccion orflb El Caso Manaus
Variantes en investigacion (VUI)
* N501Y Mayor transmisibilidad: posible (en investigacion)
B1.525 “Nigeriana” o E484K Mayor virulencia: desconocida
Escape vacunal / inmune: desconocido
e E484K Mayor transmisibilidad: posible (en investigacion)
B.1.526 “Nueva York” o S477K Mayor virulencia: desconocida
Escape vacunal / inmune: posible (en investigacion)
Variantes en investigacion (VUI)
* L452R (RBD) Mayor transmisibilidad: ;aumento del 10-15%7?
B.1.429 o S13I (Spike) Mayor virulencia: desconocida
CAL.20C “California” e W152C (Spike) Escape vacunal / inmune: desconocido
S452R e 14205V (ORF1a)
* D1183Y (ORF1b)

Tomada de: https://proantibioticos.com/informacion-sobre-nuevas-variantes-de-sars-cov-2/

¢ Qué ocurre con los pacientes con detecciones moleculares reiteradamente positivas?

Hasta en el 20% de las muestras de pacientes graves con detecciones moleculares positivas de forma reiterada
mantuvieron positivos los cultivos celulares en estudios publicados. Lo mismo parece ser que ocurre en los
pacientes inmunodeprimidos. En pacientes asintomaticos o leves esto no se ha descrito, pudiendo estar la
positividad méas en relacién con fragmentos de genoma que con virus infectivos. De este modo, tanto la implicacion
epidemiolégica como las medidas a tomar son diferentes en funcién del tipo de paciente, asi en pacientes
asintomaticos o con clinica leve, tras 10 dias de cuarentena y 3 sin sintomas, la posibilidad de transmision se
considera baja.

¢La vacunacion puede originar un resultado falso positivo?

Las PDIA positivas después de la vacunacién traducen que el paciente se ha vacunado cuando estaba en el
periodo de incubacion de la enfermedad. Tiene la misma implicacién que en un paciente no vacunado. No existe
la posibilidad de resultados falsos positivos vinculados a la vacunacion. La vacunacion, con las vacunas empleadas
hasta ahora, parece ser que no impide la infeccién, si bien, protege frente al curso grave de la enfermedad. Con
la experiencia generada parece que la vacunacién puede, ademas, disminuir la transmisibilidad e infectividad.

¢ Qué utilidad tiene la serologia?

La serologia se utiliza para el diagnéstico indirecto de una infeccidn pasada, no aguda. Evalua la respuesta inmune
del paciente mediante la deteccion de anticuerpos frente a diferentes estructuras del virus en las muestras.

Existen diversas metodologias para la deteccién de anticuerpos (Ac) producidos por la infeccién de SARS-CoV-2.




se basan en la deteccion de Ac frente a los antigenos (Ag) del dominio de la unién al receptor (RBD), de la
nucleocapside (anti-N) y los anti-S (producidos frente a la proteina de la espicula).

Los Ac pueden ser totales o bien detectar especificamente isotipos de las inmunoglobulinas como IgG, IgA o IgM.
Si bien la deteccion de IgM se suele asociar en otros procesos virales con infeccidn aguda, en la infeccion por
SARS-CoV-2, la cinética de la IgM puede ser superponible a la de la IgG, por lo que algunos autores proponen no
realizar su determinacién, dada la confusién que produce su deteccién, dando lugar a estudios de deteccidn de
genoma viral innecesarias y a diagndsticos de infeccién aguda incorrectos.

La proteccién frente a SARS-CoV-2 se ha evaluado en los ensayos clinicos llevados a cabo por las diferentes
vacunas que se han ido comercializando, y que son avaladas o no para su distribucion por las diferentes agencias
evaluadoras (EMA o Agencia Europea del Medicamento, por ejemplo). La aparicién y diseminacién de variantes
como la britanica, suraffricana o brasilefia puede complicar el panorama, pero ya se esta trabajando en responder
a la pregunta de si las vacunas cubren o no estas variantes. Por lo que respecta a la determinacion seroldgica de
las vacunas comercializadas hasta ahora en Espafia (Pfizer/BioNtech, Moderna, Astra-Zeneca y la proxima que
se espera, Janssen) provocan un aumento en el titulo de Ac anti-S, pero no afectan la respuesta anti-N, que si
deberian aparecer en los pacientes con inmunidad generada por la enfermedad. Dado que se ha demostrado la
eficacia de la vacuna y la complejidad de la respuesta inmune frente a SARS-CoV-2, no esta indicado solicitar la
respuesta inmune vacunal en la poblacion general.
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La Federacion de Asociaciones Cientifico Médicas Espafiolas (FACME) ha adquirido el compromiso de generar recomendaciones
relacionadas con el diagndstico de SARS-CoV-2, con el fin de que los facultativos dispongan de informacion protocolizada y apoyada
en la mayor evidencia cientifica a la hora interpretar biomarcadores en el contexto de la COVID-19. Este trabajo se ha desarrollado en
el seno del Grupo de Diagnostico del Consejo Asesor de FACME contando en cada caso con las sociedades miembro con mayor

conocimiento en el tema.
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