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1. INTRODUCCION

El diagndstico microbiolégico de la infeccién SARS-CoV-2 tiene dos objetivos. En primer lugar,
tiene un objetivo clinico ya que permite llegar al diagndstico etiolégico en pacientes con infeccién
respiratoria aguda. En pacientes con infeccion moderada o grave por SARS-CoV-2 el diagndstico
microbiolégico es esencial paraidentificar aaquellas personas que se benefician de un tratamiento
especifico. Por otro lado, el diagndstico microbioldgico tiene un objetivo epidemioldgico que es
el de identificar pacientes contagiosos para poder aislarlos, analizar los contactos y cortar asi las
cadenas de transmision. Es por tanto uno de los elementos fundamentales en la estrategia de
control de la pandemia COVID-19, aunque su valor para este fin depende enormemente de la
implementacion de estrategias de aislamiento de los individuos que pueden transmitir el virus.

En el actual contexto epidemioldgico de la pandemia COVID-19, de cara al inicio de la temporada
de infecciones respiratorias causadas por virus respiratorios estacionales, cuyas manifestaciones
son frecuentemente indistinguibles de COVID-19, es necesario integrar la deteccién de SARS-
CoV-2 en el algoritmo diagndstico junto con esos virus estacionales (ver Documento de estrategia
diagnédstica de infecciones respiratorias). Por este motivo se prevé una fuerte demanda de
diagndstico microbiolégico de COVID-19 de forma sostenida en los préximos meses que pueden
amenazar la capacidad del sistema. En este contexto se elabora este documento que pretende:

* Describir las principales caracteristicas de las técnicas de laboratorio disponibles para el
diagndstico microbioldgico de COVID-19.

* Propuesta para priorizar la utilizacion de las técnicas de laboratorio para la deteccion de
SARS-CoV-2 en funcién del contexto clinico y/o epidemiolégico.

* Disefio de estrategias de optimizacion de uso de las técnicas de diagnéstico microbioldgico
de COVID-19 con la intencidon de contribuir a evitar la saturacion del sistema y de minimizar el
impacto de limitaciones o incidencias derivadas de la sobrecarga de la cadena de suministros.
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2. TECNICAS DE DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO DE
COVID-19 DISPONIBLES EN LA ACTUALIDAD

RT-PCR
(exudado nasofaringeo
/[orofaringeo)

RT-PCR
(saliva)

RT-PCR en exudado
nasofaringeo
(Multiplex)

Test antigénicos rapidos de
ultima generacion
(exudado nasofaringeo)

e Sintomaticos: >95%

Test de determinacion
de anticuerpos

Dependiente del tiempo
desde inicio de sintomas

Sensibilidad 85-90% Muy variable o Asintomaticos: * 15 d: <50%
(Gold standard) (5-91%)" Simil | gold standard (escasa evidenci'a) ® 6-10 d: 50-75%
imilar al gold standar «10-20 d: >75%
® >20d: >90%
Especificidad 99,5% (Gold Standard) Similar al gold standard 95-99% 90- 99%
Hisopo Si No Si Si No
Toma de muestra Si* / No**
por personal Si No Si Si * Venopuncion
especializado ** Sangre capilar
POCt No No No Si Si/ No
Pooling¥ Si Si No No Tedricamente posible
Tiempo de . .
1-6hq 2-6h9| 2-6h9 15 min 15 min-3 h
respuesta

Comentarios

¢ La sensibilidad depende
de diferentes factores,
entre ellos la calidad de
la toma de la muestra
y el tiempo desde el
contacto. En pacientes
asintomaticos, si la toma
se realiza antes de a 4
dias desde le contacto la
sensibilidad es <80%.

o La especificidad de la
RT-PCR. Es la técnica
diagnostica con mayor
especificidad. Sin
embargo, no permite
discriminar con precision
entre una infeccién aguda
y una infeccién resuelta.

¢ Tipo de muestra: En
algunos lugares se
recomienda doble toma
naso- y orofaringea.
Recomendamos la
muestra nasofaringea por
haber demostrado mayor
sensibilidad. La orofaringea
es una buena alternativa
en caso de rotura de stocks
de torundas para muestras
nasofaringeas.

o Técnica ideal de recogida:
saliva escupida.

¢ Sensibilidad. En un
estudio de validacion
con muestras de
aproximadamente 2000
pacientes, la sensibilidad
fue del 5% en pacientes
con carga viral baja
(<20.000 copias/mL) y del
97% en individuos con
cargas virales intermedias
o altas. (Agencia Federal
Belga del Medicamento
y Productos Sanitarios).
En otro estudio, la RT-PCR
en saliva fue positiva en
el 81% de los pacientes
con infeccién confirmada
frente al 71% mediante RT-
PCR en frotis nasofaringeo
(Willye et al. NEJM 2020)1

o El tratamiento con
proteinasa Ky choque
térmico parece aumentar
la sensibilidad de la técnica
hasta hacerla comparable
aladelaRT-PCR en
exudado nasofaringeo en
pacientes sintomaticos.

e Las discrepancias
observadas en
la sensibilidad
snslitica dificultan un
posicionamiento definitivo
mas claro en ausencia de
mads evidencia.

e Se prevé disponibilidad
mas limitada.

¢ No utiles para entornos
en los que exista una alta
demanda de deteccién de
SARS-CoV-2

® Encarece
significativamente el coste

¢ La combinacién mas
extendida serd: SARS-
CoV-2+ gripe (idealmente
diferenciando gripe A
y B en pacientes que
requieran ingreso) +/-VRS
en poblacidn pediatricay
geriatrica

e Existen varios kits comerciales
de deteccién de antigeno de
nueva generacion entre los
que existe variabilidad en la
sensibilidad y especificidad.

¢ Sensibilidad en sintomaticos:
>93%: Panbio Covid-19 (Abbo-
tt) bajo condiciones éptimas
de uso (ensayo realizado
durante los primeros 5-7 dias
tras el inicio de la clinica) segun
estudio de validacién por CNM.

* Sensibilidad en asintomaticos:
Existe poca experiencia aun.
Los resultados aportados por
el CNM alcanzan hasta el 90%
con Panbio Covid-19 (Abbott).
Seria importante disponer de
informacién con un mayor
numero de pacientes y en
distintos contextos

¢ El contexto idéneo de utiliza-
cion de esta técnica depende
de sus VPP y VPN que estan
condicionados por su sensibi-
lidad y especificidad (depen-
dientes del modelo) asi como
por la probabilidad pre-prueba.

® Requiere un hisopado inde-
pendiente al necesario para
RT-PCR.

* No tiene riesgos asociados de
bioseguridad, una vez realizada
la toma de la muestra.

 Principal utilidad:
estudio de
seroprevalencia

e Criterio diagndstico de
infeccion pasada.

¢ Aporta informacién
sobre la cronologia
de infecciones
asintomaticas

e Como criterio de apoyo
para la reincorporacion
de trabajadores
sanitarios con PCR
positiva y Ct elevados

¢ No es el método
idoneo de diagndstico
de pacientes con
infeccién sintomdtica.

Tabla 1. Resumen de las diferentes técnicas de deteccidon de SARS-CoV-2. ¥ POC (Point-of-care): posibilidad de realizacion
en el lugar de la toma. ¥ 9 En las pruebas que no son POC (deben realizarse en laboratorios localizados a distancia del lugar
de la toma de la muestra) hay que afadir el tiempo necesario para el envio y el procesamiento preanalitico de las muestras
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3. PRIORIZACION DE LAS TECNICAS DE DETECCION DE

SARS-COV-2 EN FUNCION DEL ESCENARIO

3.1. Necesidad de adaptar la estrategia diagndstica al escenario epidemiolégico y de planificar
una escalada progresiva de la capacidad diagndstica del sistema a los escenarios menos
favorables.

Durante primera ola pandémica, se comprobd que las medidas previstas de escalamiento de
la capacidad diagndstica de los centros hospitalarios eran insuficientes para dar respuesta a la
enorme demanda asistencial generada, por lo que un mayor grado de descentralizacién podria
ser una buena estrategia para agilizar el diagndstico.

Para ello, es necesario que todos los laboratorios o servicios de Microbiologia dispongan de
soporte técnico adecuado para realizar los ensayos de diagndstico de COVID-19 basados en la
deteccion del virus (antigeno y/o genoma) y en aquellos que no dispongan de esta capacidad
deben de convertirse en una prioridad para los centros hospitalarios de los que dependen. Una
vez garantizado este punto serd conveniente conocer la capacidad diagnéstica real del conjunto
de los laboratorios de Microbiologia en Espafia.

Estas acciones previas permitirdn proponer un sistema de escalonamiento coordinado y en red,
entre los diferentes laboratorios de una misma area geografica acorde a la poblacién atendida,
para evitar la dispersion del virus.

3.2. Estrategia de diagndstico microbiologico y herramientas para su implementacion en
diferentes escenarios epidemiolégicos

En Mayo de 2020, el CDC propuso una planificacién frente a la pandemia en 4 escenarios,
basado en caracteristicas clinicas-microbioldgicas y epidemiolégicas, recientemente actualizada
(https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/hcp/planning-scenarios.html#table-1)3. Nuestras
capacidades diagndsticas se han adaptado a esa propuesta de 4 escenarios posibles (Tabla 2). En
los escenarios 1y 2 es clave la coordinacién y la transferencia de informacidn con Salud Publicay
Atencién Primaria, definiendo canales de comunicacién directos. En los escenarios 3 y 4 es mas
importante la estrecha cooperacion entre los laboratorios de Microbiologia con sus diferentes
capacidades, para disponer de densas redes de cooperacion.
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Tabla 2. Propuesta de las estrategias diagndsticas adaptadas a la circulacion del virus.

Escenario 1

Baja o nula circulacion viral

Circulacion viral con brotes localizados

Escenario 2

Escenario 3
Transmision comunitaria

Escenario 4
Saturacion del sistema
hospitalario

® Cribado de individuos ® Deteccion de SARS-CoV-2 en pacientes sintomaticos ® Los objetivos del diagnéstico
procedentes de zonas con ® |nvestigacién y control de los brotes. son similares a los de los
transmision comunitaria de * Despistai escenarios 2 y 3, garantizando
SARS-CoV-2. espistaje de SARS-CoV-2 en los contactos de los casos estrechos. los estudios de muestras de los
* Vigilancia de poblacién ® Cribados pol?lacionales _perfc’)dicos en entorpos epidgmiolc’?gicos estratégicos pacientes mas graves.
Objetivos del residente, incluyendo (como trabajgdores samtarlos y cgntrps SOCIOSB!WItaI’IOS). Tiempo de respuesta
diagnéstico de lugares donde se concentren ideal < 24h. Si las autoridades sanitarias lo consideren oportuno*
SARS-CoV-2 personas vulnerables
(residencias de ancianos)
o por confinamiento
obligatorio (centros
penitenciarios, centros de
internamiento psiquiétrico...)
[ ] [ ] [ ] L]

Herramientas
parala
implementacion

Unidades descentralizadas
capacitadas para la
realizacion de ensayos POC
Programas de vigilancia
epidemioldgica de la
poblacidn residente

Técnicas de
diagndstico
microbiolégico

Se podrian considerar casi
indistintamente:

RT-PCR
Antigeno viral*

*En pacientes sintomaticos
con alta probabilidad pre-
prueba y un primer resultado
negativo habria que realizar
una segunda prueba a las
48h. Poca o nula experiencia
en el diagnodstico precoz de
pacientes asintomaticos o
para el cribado poblacional.

Las pruebas de deteccion

de antigeno viral tienen las
propiedades diagndsticas y las
caracteristicas necesarias para su
implementacion como POC en
Atencion Primaria o en grupos
cerrados en investigacion de
brotes para estudio de pacientes
sintomaticos, pero requiere de
una gran coordinacién con los
servicios de Microbiologia (modelo
de diagndstico descentralizado e
integrado).

RT-PCR (servicios de Microbiologia):

trabajo por "pooles” de muestras
para los estudios poblacionales de
cribado o incluso en los estudios
de contactos?. El tamafio de los
pooles estara condicionado por

la prevalencia estimada. Asi, por
ejemplo. se acepta pooles de

5 muestras con 5% de pruebas
positivas esperadas®.

Categorizacidon en origen de las
muestras seguin su contexto clinico o
epidemioldgico.

Urgencias:

Pruebas de deteccion de antigeno viral
o PCR para pacientes sintomaticos que
no requieran ingreso

Técnicas rapidas moleculares de SARS-
CoV-2 (y potencialmente gripe cuando
co-circulen ambos virus) en pacientes
con factores de riesgo y requieran
ingreso.

Microbiologia (hospitales de tercer
nivel):

Disponibilidad de >1 plataforma de
diagnodstico molecular altamente
automatizada (considerar una
plataforma diagndstica por cada 600-
750 muestras/dia recibidas)

Continuidad asistencial 24/7 en
hospitales de tercer nivel.

Trabajo por “pooles” en funcién de la
tasa de circulacion comunitaria®.

Los hospitales deberan
disponer de sistemas de
deteccidn rapidos en pacientes
que accedan a Urgencias.

La determinacién de ARNemia
puede ser de ayuda como
factor prondstico de sindrome
severo®

El trabajo por “pooles” no sera
recomendado.

Implementar en casos graves
diagnéstico diferencial con
otros virus y/o bacterias
relacionadas con neumonia

Comentarios

El diagndstico mediante POC
debe estar bien coordinado
con los laboratorios o
servicios de Microbiologia

La implementacion de estas
medidas supone un incremento
alto del nimero de muestras y
por tanto una alta sobrecarga a los
laboratorios de Microbiologia que
debe evaluarse previamente.

En todos los centros sanitarios que

dispongan de un microbidlogo, éste
debera estar capacitado y disponer
de los recursos técnicos adecuados.

En aquellos que no dispongan de
esta posibilidad, se establecera

una cooperacién dindamica con los
servicios de Microbiologia de tercer
nivel mds préximos para encontrar
las soluciones mas viables.

Los laboratorios de Microbiologia
deben cuantificar sus capacidades
maximas manteniendo un tiempo de
respuesta <24h.

Si se sobrepasa la capacidad de
respuesta se activaran circuitos de
canalizacion de muestras hacia
hospitales de referencia préximos
(canalizar preferentemente muestras
que no impliquen a los pacientes
mds graves ni a las poblaciones mas
vulnerables).

Los centros receptores deberan
disponer un plan director de
escalonamiento progresivo de recursos
técnicos y humanos para absorber esta
demanda.

Es recomendable establecer
grupos multidisciplinares con
otros laboratorios de servicios
centrales (Inmunologia, Rayos,
Bioquimica...) para disponer de
la mayor informacion sobre las
alternativas de diagnédstico y
seguimiento de los pacientes.

Buscar alternativas para
reforzar las capacidades
diagnosticas en los hospitales
de primer y segundo nivel.
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3.3. Categorizacion de las muestras en origen segun el contexto clinico-epidemioldgico para
facilitar la priorizacion del diagndstico y la seleccion de técnicas diagndsticas.

En situaciones con aumento importante de lademanda de realizacién de pruebas, los laboratorios
y servicios de Microbiologia deben ser capaces de priorizar de la manera mas facilmente posible
las muestras de los pacientes que mas se benefician del diagndstico microbioldgico o que tienen
un mayor impacto en el manejo de la epidemia.

La prioridad del diagndstico microbioldgico es mayor en pacientes sintomaticos graves o
vulnerables seguido de pacientes que necesiten ingreso hospitalario por otras patologias,
y finalmente de otros pacientes sintomaticos. El estudio de brotes en dmbitos estratégicos y
determinados entornos como centros sanitarios, sociosanitarios o educativos deberia tener
también una prioridad alta (Tabla 3).

Se debe implementar un sistema de solicitud de pruebas de diagndstico de SARS-CoV-2 que
incluya la categorizacion de la prueba en relacién con su contexto clinico o epidemiolégico para
facilitar la priorizacidn de los estudios microbioldgicos por parte de los laboratorios y servicios
de Microbiologia.

, . " Pooling- Pooling-
Orden de Nimerode  Rapidez de . EXNF- EXNF- Saliva- EXNF sali
e Contexto Comentario . 1 23 XNF- aliva-
prioridad muestras respuesta PCR Antigeno PCR%> o0 a0
PCR™ PCR™
° ) ) (e
la Paciente sintomatico grave <1-6h Paae?ntes 5|ntor'nat.'|co§’que *Ex ** * 0 0
requieren hospitalizacién
Paciente sintomatico + ® Pacientes vulnerables sin
1b B <24h datos de gravedad, que no *x *okx ** 0 0
vulnerable K o,
requieren hospitalizacion
AN ® Pacientes sintomaticos o Lt Wt s e
. . (volumen muy
Estudio de brotes activos . ,
2 variable seguin <24h
la fase de la ® Pacientes asintomdticos T Sk (EE & @
epidemia)
® Cribado preingreso
++ hospitalario, centros
Prevencién de brotes en (volumen sociosanitarios o en ek
3 dmbitos estratégicos relativamente | 24-48h residencias de ancianos Hox * * *
(Pacientes asintomaticos) estable de ® Cribado a profesionales
muestras) sanitarios y de residencias
asintomaticos
Persona sintomatica no
4 grave/no vulnerable fuera +/+++ 24 -48 h ek Rt e * w3
del contexto de un brote
Contactos estrechos de ® Volumen muy variable segun
5 . +/4+4++++ 24 - 48h v > ** *%6 * *k ok *k ok
pacientes SARS-CoV-2 / la fase de la epidemia
Cribados aleatorios o no
6 aleatorios a poblaciones de ++++ 24-72h * *6 *x *xE *xE
alto riesgo

Tabla 3. Categorizacion y priorizacion de las muestras segtin el contexto clinico y epidemioldgico. Priorizacion de las técnicas

microbiolégicas en cada uno de los contextos anteriores (el nimero de + se relaciona con la preferencia de cada estrategia en cada poblacion
descrita). ENF: exudado nasofaringeo. *** De eleccidn. ** Alternativa (12). * Alternativa (22). 0. No apropiado. 1. Si S> 80% en el contexto

de uso (en pacientes sintomaticos habitualmente con evolucién de sintomas <5-7 dias). 2. Uso preferente si problema de disponibilidad de
hisopos o para autotoma. 3. Requiere validacion local previa 4. Sélo si probabilidad preprueba <15% 5. Poblacion vulnerable: Enfermedad
pulmonar crénica (incluido asma), cardiovascular, renal, hepatica, hematoldgica, trastornos metabdlicos, o neuroldgicos, mujer embarazada,
pacientes institucionalizados. 6. Segun su rendimiento, podrian plantearse las pruebas combinadas de Ag y Ac que algunas casas comerciales

estan desarrollando
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4. ESTRATEGIAS DE OPTIMIZACION DE LAS TECNICAS DE

DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO

4.1. Implementar el trabajo por “pooles” de muestras

Concepto

El andlisis de muestras por “pooles” consiste en el analisis conjunto de un nimero variable de
muestras para que, en caso de obtenerse un resultado positivo, realizar el andlisis unitario de
todas y cada una de las muestras del conjunto.

Se trata de una estrategia de optimizacion de recursos utilizada hace décadas en campanas de
diagndstico seroldgico masivo, que se sigue empleando actualmente en el ambito de la sanidad animal.

Circunstancias necesarias para plantear el analisis de muestras por “pooles”

El analisis de muestras por “pooles” debe plantearse exclusivamente cuando la prevalencia
de casos positivos no sea superior al 15%. Las situaciones que pueden inducir al trabajar por
“pooles” son cuando

* Se supere la capacidad de realizacion de PCRs individuales del laboratorio y/o

* Ante la posibilidad de escasez de recursos materiales o la cuando las limitaciones de los
recursos econédmicos lo demanden.

Aspectos técnicos relacionados con el andlisis de muestras por “pooles”

* Numero de muestras por “pool”. Dependera de la prevalencia poblacional como medida de la
probabilidad pre-prueba (a mayor tasa de positivos, menor nimero de muestras por “pool”).
Un reciente articulo sugiere que el nimero idéneo son 5 muestras por pool®; sin embargo,
esta estimacion deberia estar referida a la prevalencia esperada en la poblacién analizada.
Asi la modelizacion matematica de este mismo trabajo sugiere que, si la prevalencia esperada
es 15%, 5% o 1%, el numero de muestras incluidas por pool sea 3, 5 u 11, con una reduccion
en el nUmero de pruebas de 28%, 57% y 80% respectivamente. Otros autores han estimado
que para prevalencia entre 1-2%, y aceptando una sensibilidad y especificidad del 95 y 100%
respectivamente, el tamafio muestral de los pooles podria ser 25.16 muestras (https://www.
chrisbilder.com/shiny).

* Momento de creacion de los “pooles” o grupos de muestras. La extraccién del material
genético esta siendo uno de los cuellos de botella en los estudios moleculares para la
deteccién de SARS-CoV-2. Por lo tanto, el momento ideal para optimizar recursos de material
es en la etapa previa a la extraccién, de manera que la extraccidn no corresponda a una Unica
muestra sino a un grupo de muestras.

* El trabajo por “pooles” no tiene por qué implementarse en todas las muestras que se
reciben en el laboratorio. Si se dispone de grupos de muestras con menor prevalencia (como
por ejemplo, estudios de contactos o cribado en poblacion asintomatica) que se puedan
localizar facilmente, estos grupos seran prioritarios y siempre que esa estrategia no suponga
un retraso significativo en la emisién de resultados.

* Paralaimplementacion del trabajo por “pooles” recomendamos seguir las indicaciones de los
CDCs y de las siguientes herramientas/aplicaciones https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-
ncov/lab/pooling-procedures.html
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* Validacidn interna. Previo al trabajo por “pooles” consideramos recomendable realizar una
validacion interna del procedimiento elegido en el laboratorio en el que se vaya aimplementar.

* Recientemente se ha propuesto también el uso de pooles en muestras de saliva (https://doi.
org/10.1101/2020.09.02.20183830)’.

Barreras y limitaciones

1. Pérdida de sensibilidad: En varios ejemplos publicados, las muestras que se analizan
en pooles se diluyen entre 1/5- 1/10. Hay que tener en cuenta que esta dilucion de
la muestra se traduce en un retraso de 3 ciclos en la RT-PCR

2. Pérdida de trazabilidad de las muestras. Un factor que ningln trabajo ha tenido
en cuenta es la trazabilidad de las muestras. Actualmente ni las aplicaciones de
los sistemas comerciales de RT-PCR ni los sistemas informaticos de los laboratorios
de Microbiologia poseen una herramienta para garantizar la trazabilidad de las
muestras cuando se emplea el pooling, en especial para la emisién de resultados.

3. Falta de automatizacidon De igual manera, debe considerarse una limitacion la
automatizacion de la realizacion de “pooles”, que no estara disponible en todos los
laboratorios.

Para la implementacidn del trabajo por “pooles” recomendamos seguir las indicaciones de los
CDC donde se pueden encontrar las siguientes herramientas/aplicaciones https://www.cdc.
gov/coronavirus/2019-ncov/lab/pooling-procedures.html®

4.2, Utilizacidon de muestras alternativas

Si bien el exudado nasofaringeo ha sido la muestra recomendada para la deteccidn del virus, la
escasez de torundas adecuadas para la toma nasofaringea durante la primera ola pandémica
(ver epigrafe de roturas de stocks) ha planteado la busqueda de alternativas a la muestra
nasofaringea como la saliva. La muestra de saliva, recogida incluso por el mismo individuo,
ha presentado resultados prometedores, e incluso mejores que el exudado nasofaringeo en
paciente con menos de 10 dias de evolucidn?. Esta muestra tiene una serie de ventajas como facil
recogida o almacenaje a distintas temperaturas sin disminuir la capacidad diagndstica®. También
se ha ensayado la muestra de saliva en pooling con un rendimiento aceptable’. Un problema
de la recogida de saliva, puede ser la seguridad de la muestra y su capacidad infectiva. Existen
recipientes que pueden inactivar el virus una vez en contacto con la muestra.

En resumen, la muestra de saliva parece una buena alternativa al exudado nasofaringeo en el
diagnéstico de la infeccidn por SARS-CoV-2: su rendimiento es bueno y la autonomia para su
obtencidn facilitaria todo el proceso.

4.3. Laboratorios de diagndstico integral con otros virus respiratorios

Existe una alta probabilidad de una coincidencia temporal de infecciones por SARS-CoV-2 con
otros virus respiratorios estacionales como virus respiratorio sincitial (VRS) y con los virus de la
gripe en el préximo otofio-invierno y que su diagndstico no debe separarse de un diagndstico
viral sindrémico respiratorio. Este hecho exigira plantear un diagnéstico diferencial de, al menos,
SARS-CoV-2, gripe en un gran numero de pacientes (y VRS en poblacién infantil y geriatrica).
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Sin embargo, este posible escenario que requiera un diagndstico diferencial de al menos 3 virus
coincidirad con casos de diagndstico exclusivo de SARS-CoV-2 (estudios de contactos, protocolos
prequirurgicos, o seguimiento de pacientes diagnosticados), lo que complicard los circuitos
internos de muestras en un laboratorio dedicado exclusivamente a SARS-CoV-2. Se propone
un algoritmo general basado en técnicas de diagnéstico rapido para cribado de SARS-CoV-2 en
poblacién general sintomatica, de SARS-CoV-2 y gripe en poblacién sintomdtica con factores de
riesgo de complicaciones que se beneficiaria de un tratamiento precoz con oseltamivir y de SARS-
CoV-2, gripe (A 'y B) y VRS en poblacién que requiera ingreso (donde la necesidad de establecer
precauciones de contacto y gotas de forma selectiva segun el patégeno obliga al diagndstico
etioldgico especifico- Ver médulo 11l de organizacion asistencial del documento SEIMC),

Al menos en centros hospitalarios de tercer nivel, serd conveniente implementar paneles
multidianas de otros virus respiratorios (como picornavirus, coronavirus endémicos,
parainfluenzavirus, metapneumorivus y adenovirus) y algunas bacterias (Mycoplasma
pneumominae, Chlamydia pneumoniae) para complementar el diagndstico en situaciones
especiales como pacientes hospitalizados con inmunosupresion mds o menos significativa. Por
otra parte, debido a los casos de sobreinfecciones bacterianas en pacientes de UCI detectadas
durante la pandemia en primer semestre de 2020, deberia en estos casos evaluarse la posibilidad
de detectar en vias respiratorias inferiores, bacterias como Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Streptococcus pneumoniae o Staphylococcus aureus por técnicas moleculares
rapidas, ademads de los cultivos bacterianos (Ver mdédulo | de estrategia diagnodstica del
Documento SEIMC).

4.4. Diferenciar areas Covid de areas no-Covid

En las situaciones de alta circulacion viral en la poblacién y alta de afluencia de personas a los
centros hospitalarios (escenarios epidemioldgicos 3 y 4), el nimero de muestras para deteccion
de SARS-CoV-2 en los laboratorios de Microbiologia se incrementara significativamente.

Para optimizar el trabajo, en la medida de lo posible se estableceran circuitos independientes
para muestras de diagndstico COVID y no-COVID, desde la recepcién hasta el manejo interno
en el laboratorio. Para ello, es importante que cada centro evalule las posibilidades y disefie un
plan de flujo de muestras en un espacio exclusivamente destinado a diagndstico de este virus
(laboratorio COVID), asi como una agrupacion de los pacientes por cohortes (COVID+, gripe+ y
COVID/gripe+).

Con el fin de garantizar los tiempos de respuesta antes descritos, los laboratorios deberdn contar
con suficiente personal bien preparado para el manejo de muestras acorde a la carga asistencial y
recursos humanos de cada centro, pero organizados en 3 turnos diarios para alcanzar el objetivo
de laboratorios COVID 24/7, en todos los laboratorios de Microbiologia. El personal técnico
adscrito al laboratorio COVID deberd organizarse en puestos rotatorios acorde a un flujo interno
de muestras previamente establecido en cada laboratorio (Ver médulo Il de organizacion
asistencial del documento SEIMC)

4.5. Como prevenir el impacto de las roturas de stock

Esta situacidon puede darse en cualquier momento y es dificil hacer recomendaciones generales
ante posibles escenarios de faltas de reactivos o de cualquier otro material necesario en
el laboratorio para el diagndstico de COVID-19. Sin embargo, nos gustaria sugerir algunas
recomendaciones generales:
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1) Se debe evitar, por insolidario y poco eficiente, el plantear acopio de material en cada
centro, mas alla de lo necesario para 2 semanas.

2) Ante la falta de medios de transporte de virus el ECDC recomienda torunda para toma
orofaringea en medio salino estéril.

3) Si faltan los hisopos para la toma de exudado nasofaringeo, considerar la saliva
como muestra principal para el diagndstico. El 14 de agosto, la FDA aprobd un
sistema basado en toma de saliva sin necesidad de preservantes ni extraccion de
ARN con resultados similares a las técnicas de referencia (https://www.medrxiv.org/
content/10.1101/2020.08.03.20167791v1). Otra alternativa a la torunda flexible para
muestra nasofaringea es la torunda rigida para muestra orofaringe.

4) Ante falta de reactivos de extraccion:

- Trabajo por “pooles” si la prevalencia estimada lo permite.
- Trabajar con plataformas que integren extraccion y amplificacion.

- Segln el ECDC, se puede realizar un pretratamiento con proteinasa K y posterior
calentamiento de la muestra (952C/5 min), en lugar de la extraccién de ARN, esto
debe ir seguido del uso de un control interno para garantizar que se haya incluido
suficiente ARN en la reaccion de RT-PCR. Es importante, sefialar que en este caso
se observa un retraso de 2 Ct en la amplificacién. (https://www.medrxiv.org/
content/10.1101/2020.08.03.20167791v2)

- La muestra de saliva podria ser una solucion adecuada como se comentd
anteriormente.

5) Ante falta de reactivos de amplificacidn. Si la circulacidn del virus es alta, se puede
plantear usar una Unica diana (siempre que los tests diagndsticos permitan usar
independientemente cualquier diana de su ensayo). En otros casos se ha recurrido a
reducir a la mitad el volumen de la reaccién, con resultados similares.
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5. SEGUIMIENTO MICROBIOLOGICO DE LOS PACIENTES

COVID-19

5.1 Deteccion de ARN viral mediante RT-PCR e infectividad

El valor de cycle threshold (Ct)

En ausencia de estandares de cuantificacion (ej. virus inactivado o plasmido/s que contienen la/s
secuencia/s diana), las técnicas de RT-PCR proporcionan una estimacidén semicuantitativa de la
carga viral. En este sentido, el ciclo umbral de positividad -cycle threshold (Ct)- se correlaciona
inversamente con la carga viral.

Para una misma muestra que contiene ARN viral, los Ct que proporcionan distintas RT-PCR
pueden ser diferentes, incluso cuando la secuencia diana de éstas es la misma. En lo que respecta
a las muestras del tracto respiratorio superior positivas por RT-PCR, si son de baja calidad (poca
celularidad) el Ct puede no reflejar fielmente la carga viral presente en ese compartimento;
el “delta Ct”, esto es la diferencia entre el Ct de la secuencia diana y el Ct de una secuencia
de un gen celular (control “housekeeping”), como RNAsa P o beta-glucuronidasa, provee una
informacion mas precisa sobre la carga viral real.X°

La deteccion de ARN viral no supone necesariamente la presencia de virus infectivo en las
muestras clinicas, sean éstas de la naturaleza que sean. No obstante, existe una relacién inversa
entre la magnitud del Ct y la probabilidad de recuperar virus infectivo a partir de muestras del
tracto respiratorio (si bien esta correlacidn varia segun la diana y las caracteristicas analiticas de
la RT-PCR considerada)®. A continuacién se resume la evidencia disponible:

1. Un trabajo'? observd que la probabilidad de cultivar el virus decrece un 32% por cada
unidad de Ct a partir de un Ct de 24.

2. Otros autores reportaron que las muestras con un Ct >33-34 no contenian virus
infectivo®®.

3. Sin embargo, en un estudio reciente se observé que hasta un 25% de las muestras con
Ct >30 se correspondian con virus potencialmente infectivo. En dicho trabajo Ct<25 se
asociaron con una probabilidad del 85% de los casos y del 66% para Ct<30%

4. Recientemente se ha consensuado que un valor de Ct>30 podria corresponder a un
proceso infeccioso enfase de resolucidn, siendo elindividuo no contagioso. La variabilidad
observada en el valor de Ct que discrimina entre virus infectivo y no infectivo no permite
seleccionar un valor unico, ya que este valor depende de multiples factores técnicos
(p. €j. el numero y tipo de dianas). Una aproximacidon mas precisa a la transmisibilidad
consistiria evaluar conjuntamente el valor de Ct y el tiempo de evolucion (o del tiempo
desde el contacto en personas asintomaticas), curso clinico, gravedad de la enfermedad
e inmunosupresion

Positividad de la RT-PCR durante infeccidn y post-infeccidon por SARS-CoV-2

El tiempo de positividad de la RT-PCR en muestras del tracto respiratorio es mas prolongado
que el del cultivo viral. En pacientes adultos con formas leves de COVID-19 la duracién media
de la deteccion de ARN de SARS-CoV-2 después de la apariciéon de los sintomas en el tracto
respiratorio superior (TRS) es de alrededor de 10-12 dias, de 24 dias en el tracto respiratorio
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inferior (TRI) y de 15 dias en las heces.’>” En pacientes adultos con forma moderadas o graves, la
duracion media de la deteccién SARS-CoV-2 RNA en TRS es de 16 dias, 23 dias en TRl y 21 dias en
heces.>! Con independencia de la gravedad de la enfermedad, la probabilidad de detectar ARN
viral en el TRS decrece a partir de la segunda semana tras la aparicién de los sintomas, mientras
partir de ese momento las probabilidades de deteccion viral son mayores en TRl y heces.

En contraste con lo anterior, el cultivo del virus es improbable en la mayoria de pacientes
después de 10 dias desde la aparicidn de los sintomas, ya sea a partir de muestras de TRS o
de TRI.* Sin embargo, varios trabajos aseguran que la excrecidon de virus infectivo en TRS en
pacientes con COVID-19 grave puede perdurar mas alld de los 10 dias, hasta un mes en un
tercio de los pacientes.’ Conviene subrayar que: (i) los estudios que apoyan lo anterior son
dificilmente comparables entre si por diferir notablemente en el estatus clinico de los pacientes
y en parametros pre-analiticos del cultivo (uso de muestras congeladas o “frescas”); (ii) los
pacientes inmunodeprimidos, en quienes podria cultivarse SARS-CoV-2 durante periodos mas
prolongados, estan infrarrepresentados en las series publicadas. Por otro lado, SARS-CoV-2 no ha
podido ser cultivado a partir de la sangre y solo anecdéticamente a partir de las orina y heces.?

La reaparicion de ARN viral en el tracto respiratorio (“re-positivos”) es relativamente frecuente
(hasta un 10%) en el mes siguiente al momento de la primera RT-PCR negativa, generalmente en
ausencia de sintomas o asociados con sintomas leves. El virus no ha sido aislado a partir de TRS o
TRI en “re-positivos”.2! Aunque aun infrecuente, conviene resaltar el hecho de que un re-positivo
después de un periodo largo de tiempo desde el primer episodio de infecciéon (actualmente se
ha fijado en 3 meses, pero en continua revisidn) puede ser el resultado de una reinfeccién por
una cepa heterotipica.?

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, siguiendo recomendaciones de instituciones como
CDCy OMS, el des-aislamiento basado en el tiempo transcurrido desde el inicio de los sintomas
y en criterios clinicos, parece mds razonable (10 dias desde el inicio de los sintomas y al menos
3 dias desde la resolucion de la fiebre); si bien alrededor del 6% de los casos, se recuperan
virus infectivos mds alla del dia 10 por lo que seguramente deba prolongarse al menos 20 dias
en aquellos casos de aclaramiento viral mas lento como en paciente hospitalizados graves e
inmunodeprimidos (Ver médulo Il de organizacion asistencial del documento SEIMC.

5.2. Anticuerpos e infectividad

En la mayoria de los pacientes COVID-19 se detectan anticuerpos especificos de uno o varios
isotipos, neutralizantes o no, en los primeros 15 dias después de la aparicién de los sintomas,
con independencia de la naturaleza de la prueba serolégica empleada.?**

La presencia de IgG especificas en asintomaticos, paucisintomaticos o con formas leves de
COVID-19 de casos que habia sido confirmados previamente por PCR, se asocia a una baja o nula
infectividad (criterio recomendado para la reincorporacién del personal sanitario). No obstante,
el virus puede cultivarse con cierta frecuencia en pacientes con COVID-19 moderado-grave que
ya han seroconvertido (IgG positivos).®

De acuerdo con la experiencia acumulada en los brotes de SARS-CoV-1 y MERS parece razonable
asumir que los anticuerpos frente a SARS-CoV-2 con actividad neutralizante (AcNt) protegen
frente a las reinfecciones durante un tiempo no determinado.??® Sin embargo, se desconoce
cual es el nivel de AcNt que confiere proteccién. La correlacidn entre los niveles séricos de AcNty
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los de IgG, IgM o IgA especificas medidas mediante ELISA o CLIA comerciales (semicuantitativas)
varian notablemente. Con caracter general la correlacion es mejor cuando el antigeno del
inmunoensayo es RBD (receptor binding domain), S1, S1/S2 y N, por este orden.?”%0

5.3. Seguimiento microbiolégico para determinar el prondstico del paciente COVID-19

Existen datos que avalan la existencia de una relacion directa la magnitud de la carga viral basal
en el momento del diagnéstico (no del Ct) en TRS y la gravedad (prondstico) de COVID-193132, Sin
embargo no hay evidencia en cuanto al impacto de la monitorizacién periddica de la carga viral
en el manejo de COVID-19. Es posible detectar ARN viral en la sangre (RNAemia) en alrededor
de un 10% de los pacientes. La presencia de ARNemia ha sido vinculada con COVID-19 grave.*

De acuerdo con anterior, no existen razones de peso para recomendar la monitorizacion
sistematica de la carga viral de SARS-CoV-2, bien inferida a partir del Ct, o bien determinada
mediante técnicas cuantitativas (RT-PCR en tiempo real o PCR digital), en el tracto respiratorio o
cualquier otro compartimento.
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