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Actualmente, tanto en el Perd como en otros paises, tenemos
una gran oferta de pruebas disponibles para la identificaciéon de
individuos contagiados con la enfermedad de COVID-19; sin embargo,
iconocemos cuales son las ventajas y limitaciones de cada una ellas?

La gran cantidad de metodologias de pruebas disponibles para el
diagnéstico de infeccion por SARS-CoV-2 (2, asi como la complejidad
dela respuestainmune humana nos lleva a la necesidad de conocer la
indicacion e interpretacién adecuada de los resultados de las pruebas
moleculares disponibles. Por consiguiente, las pruebas diagnésticas
confirmatorias (presencia de SARS-CoV-2) solo deben estar basadas
en la deteccién del ARN viral o antigeno viral. Debemos recordar que
el secuenciamiento del primer genoma del coronavirus en enero del
presente afo® hizo posible el disefio de multiples metodologias para
su diagndstico y el desarrollo de vacunas candidatas. Es asi que la
gran cantidad de insumos, metodologias para el analisis molecular
(amplificacién de una secuencia especifica del ARN viral) y deteccion
de antigenos de superficie del virus han sido disefadas para la
deteccién oportuna y costo efectiva del SARS-CoV-2.

La prueba molecular RT-PCR (reaccién en cadena de la polimerasa
con transcriptasa inversa) en tiempo real para la detecciéon de SARS-
CoV-2, a partir de muestras tomadas con un hisopado nasofaringeo,
es actualmente el gold standard para el diagnéstico de COVID-19 en
la fase aguda 2,

Por ejemplo, en individuos sintomaticos el ARN (acido ribonucleico)
viral puede detectarse desde el dia uno o desde la primera semana
del inicio de los sintomas; sin embargo, debemos tomar en cuenta
que la positividad de la prueba para detectar este ARN viral disminuye
a partir de las tres semanas de la infeccién ¥, El no tener claro lo
anterior podria causar resultados falsos negativos debido al momento
inadecuado de la toma de muestras. Por otro lado, la especificidad de
casi el 100 % de esta prueba se debe a que se basa en la identificacion
de secuencias propias del genoma del SARS-CoV-2 “. En el contexto
de una pandemia, en los pacientes sintomaticos con resultado RT-
PCR negativo se debe considerar repetir la prueba RT-PCR ademas
de investigar otras infecciones respiratorias; mientras que en caso
de existir sintomatologia y una prueba negativa se deberia evaluar
el uso de un panel de virus respiratorios . Por otro lado, en personas
asintomaticas que han tenido contacto con un caso confirmado de
COVID- 19 es recomendable realizarse la RT-PCR después de 5 dias
del contacto ¥,

Una informacién muy util en el RT-PCR son los ciclos de amplificacion
(Cycles threshold, Ct), que en pacientes positivos con una alta carga
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viral revelan menor Ct que en pacientes positivos
con menor carga viral, este concepto aunado a la
informacion clinica son, por lo tanto, de mucha utilidad
para la evaluacién, seguimiento y prondstico de los
pacientes que han desarrollado la enfermedad ©.

Una técnica molecular que reduce el tiempo y la
complejidad en el diagnéstico es la amplificacion
isotérmica mediada por bucle (LAMP), la cual permite
que las cadenas de ADN recién copiadas formen
estructuras en bucle que pueden amplificarse mucho
mas rapidamente que en la RT-PCR; requiriendo solo
una hora de amplificacidn, con niveles de sensibilidad
y especificidad aceptables en comparacién con
la prueba Gold standard . Una ventaja de LAMP
es que requiere una logistica mas sencilla para su
procesamiento y es mas factible realizar un mayor
numero de pruebas en laboratorios de menor
complejidad. Por otro lado, debemos reconocer
algunas limitaciones en comparaciéon con la RT-PCR
en tiempo real, como es la presencia o ausencia
de un control interno, el ratio de deteccién segun
el nimero de copias del virus, el no revelado de Ct
y algunos aspectos adicionales que requieren de
ajustes para lograr una maxima correlacion con la
técnica RT-PCR. Es por ello que, en pacientes que
requieran hospitalizacion, se debe confirmar el
diagnéstico mediante la realizacién de la prueba RT-
PCR en tiempo real. Teniendo en cuenta lo anterior,
la técnica LAMP se recomienda para diagnéstico en
personas consideradas casos sospechosos en areas de
alta positividad y ante la necesidad de incrementar el
acceso a otras técnicas diagnoésticas moleculares ©.

Asimismo, es importante sefalar que tanto la
prueba molecular RT-PCR como LAMP requieren de
personal entrenado para la toma de muestras vy, su
procesamiento previo a la inactivacién de la muestra
misma, exige disponer de cabinas de bioseguridad
de nivel Il. La adecuada toma de muestras (hisopado
nasofaringeo) resulta fundamental para minimizar la
posibilidad de falsos negativos ©.

Adicionalmente a los dos métodos moleculares
descritos, enlos Ultimos meses se estan comercializando
pruebas de diagndstico rdpido que detectan la
presencia de proteinas virales (antigenos) del SARS-
CoV-2 en muestras de las vias respiratorias o saliva.
Las pruebas determinan la presencia de los dominios
S1y S2 de la de la proteina S 9. La mayoria de ellas,
basadas en inmunoensayos de flujo lateral (LFl) que
normalmente se realizan en 30 minutos, requieren
altos niveles de bioseguridad. A diferencia de las
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pruebas moleculares RT-PCR y LAMP, la prueba de
antigenos no amplifica el material genético que se
pretende detectar, haciendo menos sensibles a las
pruebas de antigenos '"; ademas, podrian producirse
resultados falsos positivos si los anticuerpos de la tira
de la prueba reconocen antigenos de virus distintos
del SARS-CoV-2, como en el caso de otros coronavirus
humanos 2.

Algunos estudios han comparado las pruebas de
diagnoéstico réapido con la RT-PCR en hisopados
nasofaringeos, obteniendo resultados variables
(13-15). Las cargas virales mas altas (Ct<25) estan
asociadas a mejores rendimientos de la prueba de
antigenos. Esto permite prever que el rendimiento de
la prueba serd 6ptimo en torno a la aparicion de los
sintomas y en la fase inicial de la infeccién por el SARS-
CoV-2 (5to al 7mo dia) ""; sin embargo, para pacientes
portadores con menor carga viral (la mayoria de ellos
asintomaticos), el uso de la prueba de antigeno seria
muy limitado (719),

Debemos tomar en cuenta también la importancia
de la recoleccién y preprocesamiento de muestras
biolégicas independientemente del método de
diagnéstico; ya se ha reportado que los errores
pre analiticos representan un 30 % de los falsos
negativos 7. Por lo tanto, el tipo de muestra, la carga
viral, la fase de la enfermedad, la recoleccion vy el
preprocesamiento de las muestras son factores que
influyen en la sensibilidad del método de diagnostico
y deben combinarse adecuadamente para obtener
resultados ideales. A pesar de estos desafios,
diversas herramientas de diagnéstico continuaran
desempefiando un papel critico y complementario en
el manejo de las diversas etapas de la pandemia de la
COVID-19.

Finalmente, para esta fecha sabemos cémo se ha
comportado el virus en el Perd y en el mundo durante
el primer pico de infeccién, y nos queda a todos la
sensacion y evidencia de que una nueva ola podria
empeorar la situacion. Esto nos lleva a pensar: ;Cudl es
lametodologia mas recomendada segun la prevalencia
de la enfermedad en un momento determinado?
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