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&Qué tipos de test permiten detectar infeccidn activa de SARS-CoV-2?

La estrategia diagndstica de la COVID-19 (COronaVlrus Disease 2019 ) se realiza actualmente en base a pruebas para la deteccién de infeccidn activa (PDIA)
del virus SARS-CoV-2, las cuales incluyen test moleculares y test rapidos de deteccion de antigenos:

Técnicas moleculares. Amplificacion de acidos nucleicos

Sus resultados se proporcionan como umbral de ciclo

Deteccion de ARN viral mediante técnicas de amplificacion de acido nucleico (Nucleid acid amplification test - NAAT), que incluyen la TMA (Transcription mediated
amplification), la RT-LAMP (Reverse Transcriptase Loop-Mediated Isothermal Amplification) y la RT-PCR (Reverse Transcripcion Polymerase Chain Reaction). Esta
ultima constituye la prueba de referencia, dada su elevada sensibilidad y especificidad. Las dianas de amplificacion mas frecuentes incluyen en los genes E
(envuelta), S (espicula), N (nucleocapside) y marco abierto de lectura (ORF) 1ab.

Sensibilidad y especificidad de la RT-PCR en relacién al Ct

<<

Sensibilidad de los test de antigenos en relacion a la Ct de la RT-PCR

de positividad (cycle threshold — Ct). La amplificacion

del material gene’tico de la muestra tiene lugar de forma RT-PCR Ct Estudios Muestras casos Sensibilidad media % Especificidad media RT-PCR
ibli ” 9 9 9

exponencial a lo largo de un nimero de ciclos que se e ey Y
repiten de forma secuencial. El Ct indica el nimero de | gjopal 32 4537 1.973 95,5 (91,5-97,7) 98,8 (98,3-99,2)
ciclos en los que la sefal fluorescente sobrepasa el
umbral de deteccion. Este valor constituye una medida | cts<30 6 204 204 100 (98,2-100) -
semicuantitativa que esta inversamente relacionada con

. ct>30 6 149 149 95,6 (55,7-99,7) -
las copias de ARN presente en la muestra, por lo que

permite estimar de forma indirecta la carga viral del
paciente.

Dinnes et al. Cochrane Library. 2021; 3(3)

La RT-PCR puede ser considerada la técnica de eleccion para determinar infeccin activa, debido a que presenta la mayor sensibilidad y especificidad. Resultados
positivos pueden ser observados dias antes del establecimiento de los sintomas, y estan presentes durante todo el curso de la enfermedad. Su elevada
complejidad metodoldgica requiere laboratorios especializados y personal cualificado, suponiendo ademas tiempos de procesamiento largos y emision de
resultados 12-72 horas tras su solicitud. Cabe destacar que la deteccidon de ARN viral no supone necesariamente la presencia de virus infectivo en las muestras
clinicas. De la misma forma, debido a la amplia distribucion de la variante Omicron y a la actual pauta de vacunacidn es posible encontrar individuos portadores de
SARS-CoV-2 que no padecen la enfermedad.

Test Rapidos de Deteccidn de Antigenos

RT-PCR Ct Estudios Muestras Casos SUCTIEECEELIEREEE Test rapidos de deteccidon de Antigenos (Rapid Antigen Diagnostic Test, RADT).
ibliceiata ClRENENE Deteccion mediante técnicas inmunocromatogréficas de flujo lateral de antigeno
% (1C 95 %) . . X . o .
viral, siendo los mds frecuentes la proteina N (nucleocapside) o S (espicula). Sus
Ct<25 36 2613 2.632 94,5 (91,0-96,7) resultados son cualitativos (presencia o ausencia de antigeno), con una ventana
de deteccidn, una sensibilidad y una especificidad inferior a la aportada por la
Ct>25 36 2.632 2.632 40,7 (31,8-50,3) RT-PCR. Su principal ventaja es la rapidez de la prueba, que puede ser realizada en
15-30 minutos.
ct>33/32 15 346 346 8,9(3,3-21,7)

La OMS recomienda que los test de antigenos presenten

A

Los datos de sensibilidad y especificidad proporcionados por los fabricantes suelen ser obtenidos en condiciones de deteccion ideales, no ajustadas a la
realidad clinica. El empleo de test de antigenos posee una capacidad de deteccion adecuada en pacientes con elevada carga viral. La positividad en
funcién del valor Ct de RT-PCR es variable dependiendo de los estudios y test leados, considerand adecuado en pacientes con Ct < 25. La
especificidad de estos test suele ser muy elevada con independencia de la carga viral. Dada su facilidad de analisis y su rapido tiempo de respuesta, es
especialmente util en cribados iniciales (siendo recomendable la realizacion de RT-PCR en pacientes negativos con alta sospecha) y en aquellos casos
en los que no se encuentre disponible la posibilidad de realizacion de RT-PCR o su tiempo de respuesta sea superior a 36 horas.

Dinnes et al. Cochrane Library. 2021; 3(3) una sensibilidad 2 80 % y una especificidad > 97 %.

4 N
&Como se relacionan los resultados de estos test?
Relacion entre valor de Ct de la RT-PCR,
la carga viral, la positividad del RADT y crecimiento en cultivo celular El valor de Ct obtenido en una RT-PCR no debe ser
utilizado como cuantificacion de la carga viral. Sin -
embargo, se ha descrito que existe una relacion
inversa entre el Ct y la carga viral, asi como la
1x108 1,8x107 1,5x108 1,2x10° probabilidad de recuperacion de virus infectivo en
cultivo celular.
Oba J etal. Keio ) Med 2021;70(2) La deteccion de ARN viral no supone
Test rapidos de deteccién de antigenos positivos (menos sensible a mayor Ct) necesariamente la presencia de virus infectivo en
una muestra clinica.
Cultivo celular positivo a partir de muestras nasofaringeas (Ct < 34-35)
El valor de Ct obtenidos en una RT-PCR se encuentra relacionado con la capacidad de cr o viral en cultivo celular, que se considera
indicador de su capacidad infectiva. La presencia o no de sintomatologia no afecta a esta capacidad de crecimiento.
Si bien existe variabilidad en la bibliografia, se considera que un valor Ct de 34 equivale a unas 10° particulas virales en 10 mL de una muestra
nasofaringea o de saliva. En este punto, no se observa crecimiento en cultivo celular. Se requieren cargas virales elevadas, de 105-10° para
L positividad en deteccién de test de antigeno. )

[Rev Med Lab 2022:3(1):21-24]
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g,Cuéndo es Util aplicar los test que permiten detectar infeccidn activa de SARS-CoV-2?

Linea temporal para el adecuado uso de diferentes test diagnosticos y respuesta del paciente
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Drain et al. N Eng J Med 2022;386(3) y Peeling et al. Lancet December 20 2021

Los tiempos de positividad de los diferentes test presentados en la presente grafica corresponden a situaciones
generales, pero estdn sujetos a variacién. Es posible encontrar pacientes persistentes con Ct de RT-PCR
detectables durante varias semanas tras resolucion de los sintomas, asi como test de antigenos positivos mas alla
de la primera semana tras el establecimiento de los sintomas.

La interpretacion del Ct de la RT-PCR presenta limitaciones, tales como el no expresarse con valores lineales, la
dependencia de su valor en funcion del tipo y calidad de la toma (condiciones preanaliticas incorrectas pueden
derivar en falsos negativos) y la existencia de variabilidad intra e inter-prueba. Ademas, la RT-PCR detecta
presencia de ARN viral, pero no su viabilidad. Por tanto, su interpretacion debe ser realizada en el contexto
clinico/epidemioldgico del paciente.

La interpretacién del resultado de los test rapidos de antigenos debe ser realizada con cautela. Resultados
falsos negativos pueden tener lugar si la toma de muestra es inadecuada, asi como si se evaltan fuera de su
ventana de deteccion. Resultados falsos positivos son frecuentes si la realizacién analitica del test es incorrecta,
empleando otras sustancias diluyentes (agua, zumo...) en lugar del buffer destinado a tamponar el pH durante
la unién del antigeno.

Tal y como ha sido descrito anteriormente, la capacidad de contagiosidad de un paciente depende de su
carga viral, que es proporcional a la capacidad de recuperacién de virus infectivo e inversamente
proporcional a los Ct de la RT-PCR. En cualquier caso, la transmisibilidad es un fendmeno complejo sin
técnicas validadas para su medicion.

o
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o Los sintomas de la COVID-19 aparecen de 2 a 14 dias tras la exposicion,

con una media de 3 a 5 dias tras la infeccion. Se ha descrito que en el 1%
de los pacientes los sintomas pueden aparecer a partir del dia 14,
existiendo adicionalmente pacientes asintomaticos.

@ La RT-PCR es capaz de detectar presencia del virus unos 3 dias antes

del establecimiento de la sintomatologia, una vez que se alcanza un
nivel de carga viral superior a los 102-10% copias/mL, y se mantiene
positiva durante todo el curso de la infeccién. La carga viral es maxima
antes de la manifestacién de los sintomas y durante los primeros 3-5
dias, decayendo hasta hacerse indetectable (la duracién media de
replicacion es de unos 17 dias, pudiendo prolongarse en el tiempo).

Los test rapidos de antigenos pueden ser positivos uno o dos dias antes
del establecimiento de los sintomas, aunque se ha descrito que estos
presentan una adecuada sensibilidad diagndstica dentro de la primera
semana tras la instauracion de la sintomatologia. Se requieren cargas
virales superiores de 10°-10° para su deteccién.

Relacion entre sintomatologia y positividad de test de antigenos

Dias desde inicio Estudios Muestras casos Sensibilidad media

de los sintomas bibliografia test de antigeno %
(1C 95 %)

Semana 1 26 5.769 2.320 78,3 (71,1-84,1)
Semana 2 22 1.581 692 51,0 (40,8-61,0)
Asintomaticos 12 1.581 295 58,1 (40,2-74,1)

Dinnes et al. Cochrane Library. 2021; 3(3)

Los test serolégicos de anticuerpos pueden ser positivos durante la
infeccion aguda y tras la resoluciéon de la misma, asociandose a
presencia Unica de 1gG a infeccidén pasada o vacunacién. En cualquier
caso, no se consideran utiles para determinar infeccién activa, sino
herramientas para evaluar el estado epidemioldgico del paciente.

(;Es posible estratificar el riesgo de
contagiosidad en base a estos test?

La Sociedad Espafiola de Médicos de Atencién Primaria (SEMERGEN) ha publicado una revision segun la cual un valor de Ct > 37 se asocia a cargas virales lo suficientemente
bajas como para considerar al paciente como no contagioso, mientras que pacientes con Ct inferiores a 30 presentan un riesgo elevado de contagiosidad por hallarse

asociados a alta carga viral.

Capacidad diagnéstica RT-PCR Riesgo de contagiosidad segtin valor Ct de la RT-PCR
Limite deteccion RT-PCR Ct 2 40 Serrano-Cumplido et al. SEMERGEN 2021;47(5)
No contagioso

No requiere aislamiento
Empleo de medidas standard de proteccién

Zona de Indecisién

Repeticion de RT-PCR en unos dias
Vigilar aparicion de sintomas

Moderadamente contagioso
Evitar reuniones sociales
Autoaislamiento

que pueden NO ser detectados
por test de antigenos

Sensibilidad < 80 % test de antigeno Altamente contagioso

Aislamiento estricto inmediato
[« idad diagnéstica test de anti

Actividad social esencial con estrictas medidas de proteccién almacenamiento, tiempo de vortexado) como de las caracteristicas

La Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas vy
Microbiologia Clinica (SEIMC) indica sin embargo que la
utilizacién del Ct para inferir contagiosidad del paciente puede
ser inadecuada, debido a que este valor es dependiente tanto de
las condiciones preanaliticas (tipo de muestra y medio de
transporte, calidad de la muestra, condiciones de

analiticas del proceso (método y condiciones de extraccion,
plataforma empleada para amplificacion y deteccion de ARN viral,
dianas, técnicas de amplificacion, fluoréforos que marcan las
sondas, lineas base de los canales y ciclos del experimento).

Seguimiento de contactos En base a la evidencia disponible, la Sociedad Espafiola de Biopatologia Médica
Sensibilidad > 80 % test de antigeno Ct < 25 - Medicina de Laboratorio (AEBM-ML) recomienda que la evaluacién del riesgo

de contagiosidad en base a los PDIA debe considerar que:

La correcta interpretacion de este esquema de riesgo requiere considerar la situacion
clinica/epidemioldgica del paciente, ya que valores elevados de Ct pueden ser observados en
pacientes con infeccion en vias de resolucion, pero también en los momentos iniciales de la
misma.

Los valores de Ct son ademas variables, pues son dependientes de las condiciones
preanaliticas (pueden dar lugar a Ct erréneamente elevados) y de las caracteristicas de las
plataformas analiticas y los métodos empleados para su deteccion (diferencias de varios
ciclos entre distintos sistemas de evaluacion).

Los pacientes con resultados RT-PCR Ct < 30 o resultado positivo en test
rapido de antigeno presentan riesgo de contagiosidad. La asignacion de
nivel de riesgo presenta sin embargo limitaciones.

Resultados RT-PCR Ct 2 30 o resultados negativos en test rapido de antigeno
no permiten descartar la contagiosidad y debe valorarse en el contexto
clinico/epidemioldgico del paciente.

[Rev Med Lab 2022:3(1):21-24]
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(;Cémo se aplican los test que permiten detectar infeccién activa de SARS-CoV-2?

RT-PCR

* Se considera la técnica de referencia debido a su
elevada sensibilidad y especificidad.

* Un resultado positivo puede ser evaluado en base
a su Ct, pues este valor orienta sobre el momento
de la infeccidn y el riesgo de contagiosidad.

* Un resultado negativo, en presencia de elevada
probabilidad pre-test, no descarta la infeccion, pues
puede ser consecuencia de una inadecuada toma,
transporte o conservacion de la muestra, asi como
de errores puntuales en la fase analitica. De la
misma forma, la evaluacién puede haber sido
realizada en momentos iniciales de la infeccién, con
carga viral aun indetectable. En ambos casos, se
recomienda su repeticion mediante una segunda
RT-PCR, a ser posible, mediante método diferente.

Positivo

v

‘ Elevada probabilidad pre-test

Repeticién RT-PCR
(preferiblemente otro método)

Negativo

Infeccién SARS-CoV-2

Baja probabilidad pre-test }—l

Ausencia evidencia
COVID-19

Test Rapidos de Deteccion de Antigenos

Test Rapidos de

* Menos sensibles y especificos que la RT-PCR. Sin Deteccién de Antigenos

embargo, dada su facilidad de manejo y rapidez de
resultados son utiles en aquellas circunstancias en los
que las técnicas moleculares no estén disponibles, sus
tiempos de respuesta sean superiores a 36 horas o se
requiere realizar de forma inmediata un cribado en
grupo de riesgo. Elevada probabilidad pre-test

Positivo Negativo

Elevada probabilidad pre-test Baja probabilidad pre-test

Baja probabilidad pre-test ‘

| !

* Un resultado positivo indica infeccion activa de SARS-
CoV-2 con elevada especificidad. Es necesario
considerar sin embargo que la actuacién preanalitica
ha de ser adecuada, pues el empleo de sustancias que
alteren el pH o el uso de buffers incorrectos o en mal

Repeticién con segundo test de antigenos o
Confirmacién RT-PCR
estado pueden generar falsos positivos. Si la
probabilidad pre-test es baja, es posible repetir un

segundo test de antigeno o confirmar mediante Infece SARS-CoV-2
técnica molecular.

* Un resultado negativo ha de ser interpretado en el
contexto clinico/epidemiolégico del paciente. Es
posible que pacientes COVID-19, contagiosos o no,

,
i
1
|
1
\
1
\
1

Ausencia evidencia
COVID-19

ofrezcan resultados negativos debido a Se considera que la probabilidad pre-test es elevada cuando:
concentraciones por debajo del limite de deteccién del * Existen evidencias clinicas de infeccién, ya sean sintomatoldgicas o por resultados de pruebas
test (asociado a cargas virales bajas). De la misma de laboratorio o imagen
forma, la correcta toma de muestra es esencial para * El paciente ha tenido un contacto estrecho con alta probabilidad de contagio
asegurar la fiabilidad de los resultados. En casos de Se considera que la probabilidad pre-test es baja cuando:
probabilidad pre-test elevada, se recomienda * El paciente es asintomatico o carece de clinica sugestiva
confirmacion del resultado mediante repeticion de test * El paciente no presenta contacto estrecho o sus contactos son de bajo riesgo (baja exposicion,
de antigeno o preferiblemente mediante técnica medidas de prevencién adecuadas, espacios abiertos, individuos vacunados)
molecular.
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